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Beitrag zur Isolierung von fliichtigen Carbonyl- 
verbindungen aus Normalharn. 
Von 
G. Matthiessen und H. Theene. 
(Aus der Medizinischen Klinik Lindenburg der Universitat K6ln.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1940.) 


Im Verlaufe der Untersuchungen unserer Klinik iiber fliichtige 
Carbonylverbindungen im Blut und Harn! traten zahlreiche methodische 
Schwierigkeiten bei der Auftrennung der durch das 2, 4-Dinitropheny]- 
hydrazin aus groBen Mengen destillierten Harns isolierten Konden- 


sationsprodukte auf, die nahelegten, in Paralleluntersuchungen eine 
Methode zu entwickeln, die wenigstens eine grobe Trennung der Alde- 
hyde von den Ketonen erlaubte. Die kombinierte Anwendung des 
Dimethyldihydroresorzins oder Dimedons? mit dem 2, 4-D nitrophenyl- 
hydrazin® erschien das Geeignetste. 

Zur Priifung, ob die beiden Gruppen vollkommen voneinander zu 
trennen sind, wurde folgender Modellversuch durchgefiihrt : 


Eine wasserige Lésung von gleichen Teilen Acetaldehyd und Aceton 
wurde mit Dimedon versetzt, nach 24 Stunden filtriert, und das Filtrat 
in 1° iger schwefelsaurer Lésung destilliert. Das Destillat blieb nach 
Hinzuftigung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 3n_ salzsaurer Lésung 
weitere 24 Stunden stehen. Der Fp. des gewaschenen, getrockneten und 
zweimal aus Athanol/Wasser umkristallisierten Hydrazons war mit 155 
bis 160° unkorr. wesentlich héher, als der des Aceton-2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazons mit 127°. Da einerseits Acetaldomedon in Aceton betrachtlich 
léslich ist, andererseits durch Hitze aufgespalten wird, kann angenommen 
werden, daB auf diese Weise Acetaldehyd in das Destillat geriet. Bei 
Anderung des Verhiltnisses Aceton—Acetaldehyd zuungunsten des Acetons 
kommt der Fp. den Werten fiir Acetaldehydrazon wesentlich naher. 

Letzte Bedenken gegen die Anwendung dieser Trennungsmethode 
wurden durch die mittlerweile getroffene Feststellung4, daB etwa 90 °,, 
der gesamten fliichtigen Oxoverbindungen im Harn aus Acetaldehyd 
bestanden, beseitigt. 


1 Knipping, Koch u. Matthiessen, Beitr. Klin. Tbk. 84, H. 5, 447, 
1934; Matthiessen u. Vorwerk, Zeitschr. f. exper. Med. 96, H. 6, 761, 1935; 
Matthiessen, Diss., Diisseldorf 1936; Matthiessen, M.u. P. Lipp u. Vorwerk, 
diese Zeitschr. 305, 162, 1940. 2 D. Vorlander, Ber. 30, 1801, 1897; Stepp 
u. Feulgen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 114, 301, 1921; Fricke, ebenda 116, 
129, 1921; Stepp u. Feulgen, ebenda 119, 72, 1922. 3 Matthiessen u. 
Vorwerk, |.c. — 4 Matthiessen, M. u. P. Lipp u. Vorwerk, 1. c¢. 
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Zur Orientierung tiber den Charakter der Kondensationsproduk 


von Dimedon mit Aldehyden waren einige Vorversuche erforder]i: 
iiber die im folgenden kurz berichtet werden soll. Es wurden eini 
Aldomedonverbindungen! dargestellt und ihre Eigenschaften in de 
Koflerschen Mikroschmelzpunktapparatur untersucht: 


Das aus 96°,igem Athanol umkristallisierte Formaldomedon_ bilde: 
lange, spitze, durchsichtige Nadeln, die z.T. durchgebrochen sind. Mit 
zunehmender Temperatur (etwa ab 130°) werden die gr6éBeren Kristalle 
langsam undurchsichtig. Die scharfen Kanten lockern sich allmahlich auf. Es 
treten quadratisch aussehende Kristalle auf (etwa ab 150°), die sich vermehren, 
Bei 191° legen sich die Kristalle regellos aneinander, verlieren allmahlich 
die Scharfe ihrer Konturen und schmelzen bei 192 bis 193° zu einer wasser- 
klaren Fliissigkeit. Bei 110° erstarren die Kristalle uncharakteristisch, 
Das Anhydrid wurde nicht hergestellt. 

Aus 96°,igem Athanol umkristallisiertes Acetaldomedon besteht aus 
quadratischen, durchsichtigen Blattchen, die in’ mehreren Schichten 
schuppenférmig iibereinanderliegen. Ab 120° sind Trépfchen am Deckglas 
festzustellen, aus denen rasch einzelne Tafeln und Nadeln auskristallisieren. 
Diese Kristalle nehmen an Zahl rasch zu. Bei 140° beginnt das Schmelzen 
der urspriinglichen Kristalle und ist bei 141° beendet. Das Sublimationsgut 
schmilzt erst bei 144 bis 145°. Bei 85° erstarrt die Schmelze eisblumenartig. 
Die Sublimation unter Hochvakuum in der von Matthiessen, Lipp u. Vor- 
werk (1. ¢.) vorgeschlagenen Apparatur verlauft glatt. 

Das aus Athanol umkristallisierte Anhydrid zeigt Polymorphie: sechs- 
eckige, flache, durchsichtige Tafeln, quadratische und liangliche Platten, 
wirfelf6rmige Kristalle und lange, stengelige Kristallnadeln. Bei 145 bis 
150° treten Trépfchen am Deckglas auf. Die sechseckigen Kristalle runden 
sich ab und verlieren ihre Form, die Nadeln werden immer kleiner. Die 
Sublimationstrépfchen bilden sich zu breiten, platten Kristallnadeln um, 
die, mit spitzen Enden versehen, sternférmig aneinanderliegen. Bei 141° 
sind die sechseckigen und nadelférmigen Kristalle fast vollstandig ver- 
schwunden. Zuletzt verschwinden die Wiirfel. Bei 160° ist nur noch das 
oben beschriebene Sublimationsgut vorhanden. Bei 173° treten die ersten 
Schmelztrépfchen auf. Diese Entwicklung nimmt bei 174° rasch zu und 
wird dann plétzlich durch ZusammenflieBen der Kristalle bei 175° beendet. 
Bei 150° flachenhafte Erstarrung der Schmelze. 

Aus 96°,igem Athanol umbkristallisiertes Propionaldomedon zeigt 
unter dem Mikroskop flache quadratische und rechteckige, klar durchsichtige 
Kristalle, die in mehreren Schichten schuppenartig iibereinanderliegen. 
Ab 135° treten Trépfchen am Deckglas auf. Bei 140° verlieren die Kristalle 
ihre scharfen Formen, aus den Sublimationstrépfchen entstehen kleine 
quadratische und langliche Platten. Allmahlich verschwinden die groBen 


1 Es sei hier erwahnt, da8 unter der Bezeichnung Aldomedone die 
Gesamtheit der Kondensationsprodukte von Aldehyden mit Dimedon zu 
verstehen ist. Zur Nomenklatur der oben genannten Verbindungen wird 
der Vorschlag gemacht, die Aldehyd-Dimedon-Verbindungen im allgemeinen 
als Aldomedone zu bezeichnen, und jeweils die charakterisierenden Vor- 
silben des betreffenden Aldehyds vorzusetzen, um so eine eindeutige Be- 
zeichnung zu gewahrleisten. 
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Plattchen ganz. Bei 150° beginnen auch die Sublimationskristalle ihre 
Form zu verlieren und es setzt das eigentliche Schmelzen der Kristalle 
ein, das bei 151° beendet ist. Unterhalb von 70° erstarrt die Schmelze 
flachenhaft. Die Sublimation im Hochvakuum geht ohne Schwierigkeiten 
vonstatten. 

Das ebenfalls aus 96°, igem Athanol umkristallisierte Anhydrid besteht 
aus Nadeln, die teilweise vereinzelt, teilweise zu mehreren parallel neben- 
einanderliegen. Bei 127° beginnt das Auftreten von Trépfchen am Deck- 
glas, vereinzelte Nadeln schmelzen. Bei 130° schmilzt der gr6Bte Teil der 
Nadeln ziemlich rasch. Einige wenige Nadeln, die mehr zusammengelagert 
sind, sechmelzen erst bei 140° rasch zusammen. Die Erstarrung ist uncharak- 
teristisch. 

Methylglyoxal als komplizierte Oxoverbindung gab — wie zu erwarten — 
kein Kondensationsprodukt mit Dimedon. 

Betreffs der Eigenschaften mehrerer 2, 4-Dinitrophenylhydrazone 
wird auf die in Kiirze erscheinende Arbeit von Matthiessen und Hage- 
dorn! hingewiesen. 

Bei der Verarbeitung der Harnmengen — 2600 Liter — konnte 
auf die Erfahrungen zuriickgegriffen werden, die Matthiessen, Lipp und 
Vorwerk (1. c.) bei der Isolierung von fliichtigen Carbonylverbindungen 
aus Harn des Normalen gemacht hatten. Aus den dort angefiihrten 
Griinden wurde auch hier die Methode der dreimaligen Destillation 


unter atmospharischem Druck in saurer Lésung angewandt. Betreffs 


der Aufarbeitung des Harns, die auch diesmal entgegenkommenderweise 
von den I. G.-Farben, Werk Elberfeld, iibernommen wurde, wird eben- 
falls auf die oben erwahnte Arbeit verwiesen, da sie in derselben Weise 
vorgenommen wurde, wie dort angegeben. 

Das jeweils vorliegende Harnkonzentrat (etwa 2,4 Liter) wurde in 
einem 3-Literkolben aus einem aufgesetzten Scheidetrichter mit 50 °,iger 
Schwefelséure unter stetigem Schiitteln auf 2°, angesiuert. Von dem 
sauren Konzentrat wurden vier Portionen von je 150 ccm abdestilliert. 
Die Destillate blieben, da sich auf der Oberflache fettahnliche Substanzen 
zeigten, die bei der Destillation mit iibergegangen waren, 12 bis 24 Stun- 
den im Scheidetrichter stehen. Das erste Destillat war immer triibe, 
die folgenden klar. Nach Entfernung des Fettes wurde das erste Destillat 
mit 10 ccm, das zweite und dritte mit je 8 cem und das vierte mit 6 ccm 
einer 10°,igen Dimedonlésung in 96°,igem Alkohol versetzt?. Zur 
besseren Ausfallung der Aldomedone wurde den Destillaten Kochsalz 
zugefiigt. Es zeigte sich beim ersten Destillat sofort nach Zugabe der 
Reagenslésung eine rasch zunehmende Triibung, aus der ein kristalliner 
Niederschlag entstand, der im zweiten Destillat geringer war, wahrend 


1 Mikrochemie, vereinigt mit Mikrochimica Acta (im Druck). — ? Der 
zur Lésung des Dimedons benutzte Alkohol war vorher durch Versetzen 
mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin und anschlieBender fraktionierter Destilla~ 
tion von jeglichen Aldehydspuren befreit worden. 

12° 
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das dritte und vierte auch nach 48 Stunden nur eine Triibung zeig: 

letzteres blieb mitunter ganz klar. Die vereinigten, gewaschenen w)\ 
getrockneten Niederschlige bestanden aus gelb gefarbten, stark urinés 
riechenden, teilweise miteinander verklebten Blattchen. Die Gesam 
menge an Aldomedonen (A) betrug 20,11 g. 

Die Filtrate (etwa 150 bis 160 cem) wurden zur Erfassung der 
Ketoverbindungen (B) nochmals durch Destillation angereichert wn 
die Destillate (75 cem) mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin in 3 n salzsaurer 
Lésung (1 g in 480 cem 3n HCl) versetzt, 48 Stunden stehengelassen 
und filtriert. Wegen der Méglichkeit, daB sich schwerer fliichtige 
Carbonylverbindungen noch im Destillationsriickstand befanden, wurde 
dieser nach Sammeln einer gr6éBeren Menge bis auf einen kleinen Rest 
abdestilliert, mit Reagenslésung und 37 °,iger HCl versetzt und 1 bis 
2 Wochen stehengelassen. Das Material aus beiden Destillationen wurde 
vereinigt. Auf diese Weise konnten 1,1296 g trockene, amorphe Roh- 
hydrazone (B,) gewonnen werden. 

Da die Léslichkeit der Hydrazone in 3n HCl nicht unbetrachtlich 
ist!, erschien es zweckmabig, die Filtrate der Hydrazinansatze im 
Vakuum (20 mm) bei 66° einzudampfen und den Versuch zu machen, 
das mitausgefallene Hydrazin von den Hydrazonen (B,) zu trennen. 
Die Ausbeute betrug 9,3502 g eines rotbraunen, kristallinen Pulvers, 
das sicherlich zum gréBten Teil aus Hydrazin bestand. 


A. Aldomedone. 


Der Schmelzpunkt des biologischen Materials lag bei 105 bis 107°. 
Mehrmalige Umkristallisation aus 96°igem Athanol/Wasser, die den 
gelben Begleitstoff nicht beseitigen konnte, erhéhte den Fp. auf 115 
bis 118°. Nach Sublimation einer kleinen Menge im Hochvakuum 
bei, 80° und nachfolgendem Umkristallisieren stieg der Festpunkt auf 
136 bis 138°; dieser Wert entspricht dem fiir das Acetaldomedon in der 
Literatur angegebenen. Zur Sicherung wurde mit Eisessig das Anhydrid 
hergestellt. Es zeigte nach dreimaligem Umkristallisieren aus Athanol 
in der Koflerschen Apparatur die gleichen Eigenschaften wie das 
synthetische Acetaldomedonanhydrid (s. oben), so da mit Sicherheit 
angenommen werden kann, daB es mit diesem identisch ist?. 

Da nach den von Matthiessen mitgeteilten Ergebnissen nicht aus- 
geschlossen erschien, daB auBer diesem noch andere Aldomedone vor- 


1 Z. B. 7 mg Brenztraubenséurehydrazon in 100 cem 3n HC! bei zwei 
stiindigem Schiitteln. — ? Es ist ratsam, die Umkristallisation des Acet 
aldomedons aus kaltem oder nur ma®ig angewarmtem Athanol, dem bis 
zum Auftreten einer Triibung Wasser zugefiigt wird, vorzunehmen, da es 
bei langerer Hitzeeinwirkung verhaltnismaBig leicht in seine beiden Kom- 
ponenten zerfallt. 
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lagen, wurde, um die chromatographische Adsorptionsanalyse anwenden 
zu kénnen, das gesamte restliche biologische Material in der Hitze unter 
leichter Ansdiuerung aufgespalten und in 2, 4-Dinitrophenylhydrazon 
iibergefiihrt. Uberraschenderweise muBten die ausgefallenen, ge- 
waschenen und getrockneten Hydrazone mit verschiedenen, zum Teil 
starken Lésungsmitteln behandelt werden, um gelést werden zu kénnen. 
Durch Extraktion im Soxhlet wurden nacheinander folgende Fraktionen 
gewonnen. 1. Ligroinléslich (Kp. 65 bis 95°): 2,6186g¢ rotbraunes, 
kleinkristallines Pulver. 2. Atherléslich: 1,695 g braunes, kleinkristallines 
Pulver. 3. 7/.-Ligroin-!/,-essigesterlésl.ch: 2.5484 g dunkelbraunes, 
kleinkristallines Pulver. 4. Chloroformldslich: 53 mg (infolge Springen 
eines Glases verungliickte diese mengenmafig recht betrachtliche 
Fraktion). 5. Pyridinldslich: 100,6 mg dunkelbraune Masse, die erst 
nach langerem Stehen im Exsikkator fest wurde. 

Héchstwahrscheinlich stammen die Hydrazone, hauptsachlich der 
drei letzten Fraktionen, aus dem fettahnlichen Begleiter, der als 
Lésungsmittel diente, denn, verglichen mit Léslichkeitseigenschaften 
synthetischer Substanzen, handelt es sich bei diesen ohne Zweifel um 
Bishydrazone, deren Grundsubstanzen — Dioxoverbindungen keine 
Kondensation mit dem Dimedon eingehen. AuBerdem konnten aus den 
einzelnen Fraktionen sodalésliche Anteile, die zum Teil schon kristallin 
vorliegen, gewonnen werden, die, beurteilt nach ihrer Léslichkeit, 
vermutlich aus Hydrazonséuren bestehen, Allerdings konnte_ bisher 
noch nicht ausgeschlossen werden, ob es sich dabei nicht zum Teil um 
das sodalésliche Kondensationsprodukt aus Dimedon und 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazon handelt. 


B. 2, 4-Dinitrophenylhydrazone. 
B,: Die vereinigten Rohhydrazone wurden durch Extraktion im 
Soxhlet in folgende Fraktionen aufgeteilt : 
. Ligroinlistich (Kp. 100 bis 110°): 95,3 mg dunkelrote, zihe Masse, die 
erst im Exsikkator fest wurde. 
. Atherléslich: 115,2 mg rotbraunes Pulver. 
7 /,-Ligroin-1|,-essigesterléslich: 104,8 mg kaffeebraunes, kleinkristalli- 
nes Pulver. 
. Chloroformléslich: 118,7 mg braunes Pulver. 
Pyridinléslich: 83,5 mg dunkel-schwarzbraune Masse, die nach 
langerem Stehen im Exsikkator fest wurde. 


Aus dem sodaléslichen Anteil der Essigesterfraktion konnten aus 


Athanol /Wasser wenige feine, etwas gezackte Nadelchen isoliert werden, 
deren Fp. bei 110° liegt. 
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B,: Das durch Einengung im Vakuum gewonnene Material wuri 
ebenfalls durch Extraktion in folgende Fraktionen aufgeteilt : 
1. Ligroinléslich (Kp. 65 bis 950°): 2,1942 g dunkelrote, schmierige Masse. 
2. Atherlislich: 6,0134 g griinlich-braunes, amorphes Pulver. 
3. 7/,-ligroin-!/,-essigesterléslich: 168 mg dunkelrot-braunes Pulver, 
4. Chloroformldéslich: 1,1688 g dunkelbraunes, kristallines Pulver. 
Eine pyridinlésliche Fraktion gab es hierbei nicht. Es ist anzu 
nehmen, da die Atherfraktion den gréBten Teil des Hydrazins enthalt 
da dieses in Ligroin (Kp. 65 bis 95°) fast unléslich ist. 


, ‘ _ > 
Zusammenfassung. 


1. Die Untersuchungen ergaben in Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen von Matthiessen, Lipp und’ Vorwerk, daB die im Normalharn 
vorkommenden fliichtigen Carbonylverbindungen zu etwa 90°, aus 
Acetaldehyd bestehen, der in Form seines Aldomedons isoliert wurd 

2. Mit der angegebenen Methodik konnten in 2600 Liter Harn 
ungefahr 2,1 g Acetaldehyd erfaBt werden. 

3. Neben dem Acetaldehyd konnte das Vorkommen von wahr- 
scheinlich zehn bis zwélf weiteren Carbonylverbindungen sichergestel|t 
werden. 

4. Eine Methode zur Trennung fliichtiger Carbonylverbindungen in 
Aldehyd- und Ketongruppen wird angegeben, die in der kombinierten 
Anwendung von Dimedon mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin besteht. 

5. Der weitaus gréBte Teil der Aldomedone bestand, wie mit 
Sicherheit durch vergleichende Mikroschmelzpunktbestimmungen und 
Anhydrierung nachgewiesen werden konnte, aus Acetaldomedon. 

Nach Uberfiihrung der Restsubstanz in Hydrazone konnten auber 
Bishydrazonen noch sodalésliche, teilweise kristallin vorliegende Hydra 
zone, also vermutlich Hydrazonsiuren gefunden werden: es_ ist 
anzunehmen, daB diese aus dem als Lésungsmittel dienenden fett- 
ihnlichen Begleiter herriihren, da Kondensationen komplizierter 
Aldehyde und Ketosaéuren mit dem Dimedon nicht stattfinden. 

6. Die Eigenschaften einiger Aldomedone in der Koflerschen 
Apparatur fiir Mikroschmelzpunktbestimmungen werden mitgeteilt. 





Polarographische Untersuchungen 
iiber Beziehungen der Ultraviolett-Strahlenwirkung 
zur Konzentration von Eiweidliésungen. 
Von Hans W. Schmidt. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1940.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die polarographische Untersuchungsmethode Heyrovkys (1) ye- 
winnt seit der Entdeckung Brdickas (2), wonach EiweiBstoffe bei An- 
wesenheit von Kobalt- oder Nickelionen in gepufferten Lésungen eine 
typische Kurve, die sogenannte Proteindoppelstufe ergeben, immer mehr 
an Bedeutung. Sie gestattet uns nicht nur, EiweiB oder EKiweiBabbau- 
produkte zu erkennen oder sogar, wie T'ropp (3) in seinen eindrucks- 
vollen Verdiinnungsversuchen zeigen konnte, einzelne EiweiBarten zu 
unterscheiden, sondern auch Einblick zu gewinnen in deren Abbau- 
vorginge und intramolekulare Umwandlungen. So lassen sich Saure- 
hydrolyse (4), Kalilaugeneinwirkung (5), Hitzedenaturierung (3), Fer- 


menteinwirkung (3) an charakteristischen Anderungen der Kurven 
polarographisch verfolgen. Es lag auf der Hand, auch die Einwirkungen 
der Ultraviolettstrahlen, die ja bekannterweise tiefgreifende Anderungen 
der EiweiBstruktur, wie die des kolloidalen Zustandes (6), der Ober- 
flachenspannung (7), der Lichtabsorption (8), der antigenen Eigen- 
schaften (9), des Reaktionsvermégens (10) usw. bewirken, polaro- 


graphisch zu erfassen und zu studieren. Dies geschah erstmalig durch 
Pyrkosch (11), der mit alterer Methodik, nimlich der Beobachtung der 
Unterdriickung von Sauerstoffmaxima, den EinfluB des Ultraviolett- 
lichtes auf EiweiBlésungen und sonstige kolloidale Lésungen unter- 
suchte. Er hatte beobachtet, daB bestrahlte Stoffe im Gegensatz zu 
nichtbestrahlten die Sauerstoffmaxima starker unterdriickten. 

Wenig und Jirovec (12) haben sodann mit der neuen Methodik das 
Verhalten der Proteindoppelstufe im Verlaufe der Ultraviolett bestrahlung 
an Eiweiblésungen gepriift. Sie konnten zeigen, dab bereits wenige 
Minuten nach Beginn der Bestrahlung eine deutliche Erhéhung der 
Proteindoppelstufe nachweisbar wird. Dabei steigt die zweite Stufe 
wesentlich starker an als die erste. Nach einer gewissen Bestrahlungs- 
zeit (etwa 45 Minuten) erreicht der Anstieg ein Maximum. Diesem folgt 
ein gleichmaBiger Abfall beider Stufen. Diese Befunde werden so ge- 
deutet, daB es zunachst unter der Einwirkung des Ultraviolettlichtes zu 











168 H. W. Schmidt: 


einem Abbau des EiweiBmolekiils kommt, wobei mehr polarographis: 


nachweisbare Gruppen frei werden. Im Verlaufe der weiteren B 
strahlung erfolgt schlieBlich véllige Denaturierung und Ausfallung. 

Es ist unnétig, auf die Polarographie im einzelnen einzugehen, «a 
sich deren Grundlagen in mehreren in der letzten Zeit erschienene: 
Arbeiten (2,3, 14) ausfiihrlicher dargelegt finden. Im _ wesentlichen 
handelt es sich um die photographische Aufzeichnung von Strom 
spannungskurven, die durch elektrochemische Vorginge in einem 

Elektrolysensystem __ her- 

f= { vorgerufen werden. Diese 
finden an einer sich stin- 

dig erneuernden Elektrode. 

namlich der Quecksilber- 

tropfkathode, statt. An 

dieses System wird eine 

sich dauernd  andernde 

Spannung von 0 bis 4 Volt 

angelegt. Bei Anwesenheit 

von Kobalt- oder Nickel- 

ionen in gepufferter Lésung 

von py 9,5 zeichnen ge- 

léste EiweiBstoffe eine 

Abb. 1. Kurvenauswertung: Menschliches Serum. charakteristische Kurve im 


a = unbestrahlt, b = & Std. unverdiinnt bestrahlt Bereich von 0.6 bis 1.8 Volt. 
Co-Kobaltstufe, 7. und JJ. Proteinstufen. 


ie x] rene >» » +} bs 
E. = Galvanometer-Empfindlichkeit. die sogenannte Protein 


doppelstufe, auf (Abb. 1). 
Die Reaktion wird nach Brdicka bewirkt durch die Reduktion des 
Sulfhydrylgruppenwasserstoffs, der dem Cystein-Cystinkomplex an- 
gehort. Restlose Klarheit, insbesondere iiber die Bedeutung des ersten 
sowie des zweiten Abschnitts der Eiweifdoppelstufe, herrscht noch 
keineswegs. T'ropp (3) betrachtet die zweite Stufe als zum Cystinanteil 
der EiweiBe gehérig. Die erste ist méglicherweise ,,der eigentiim- 
lichen Verbindung der Aminosauren untereinander innerhalb des Ei- 
wei®molekiils‘* zuzurechnen. — Eine Anderung der Proteinstufe im 
Sinne einer Erhéhung ist gleichbedeutend mit einer Vermehrung der 
polarographisch nachweisbaren Gruppen, umgekehrt eine Erniedrigung 
der Stufenhéhe mit einer Verminderung derselben. 

Ich habe im Zusammenhang mit unseren polarographischen Serum- 
untersuchungen die Versuche von Wenig und Jirovec nachgepriift und 
kann deren Befunde bestatigen. 

Die Autoren arbeiteten, um sofort die fiir den polarographischen 
Ansatz notwendige und geeignete Verdiinnung zu haben, mit einer 
durch n/10 NH,Cl hergestellten Serumverdiinnung von etwa 1 : 50. 
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Als ich nun dazu tiberging, unverdiinntes Serum zu bestrahlen, konnte 
ich in der bisher eingehaltenen Zeit (einige Minuten bis etwa 1 Stunde) 
keinerlei polarographischen Effekt erzielen. Ein solcher zeigte sich 
vielmehr erst nach mehreren Stunden. Da eine geringe VergréBerung 
des Brennerabstandes (auf 45 cm) dieses Verhalten nicht erklarte, ging 
daraus hervor, daB8 der EinfluB der Konzentration an EiweiB von 


entscheidender Bedeutung auf die polarographisch faBbare Strahlen- 
wirkung sein mubte. Dieser Frage etwas naher nachzugehen, habe ich 
mir in dieser Arbeit zur Aufgabe gestellt. 


a | 5 
‘ 


LLY 


| 


Abb. 2. Menschliches Serum, unverdiinnt bestrahlt. 
Brennerabstand: 45cm. Bestrahlungsdauer: 0, 5, 6, 8 Std. E. 


In einer Vorversuchsreihe bestrahlte ich zunachst, wie erwahnt, 
unverdiinntes menschliches Blutserum. Das Serum befand sich in 
mit Gummistopfen verschlossenen Quarzeprouvetten in 45 em Abstand 
vom Brenner. Als Lichtquelle stand eine Hanawer Quecksilberdampf- 
lampe zur Verfiigung. Um den Einflu8 der Erwarmung (bis 29°) aus- 
zuschalten, wurden die Kontrollréhrchen in gleichem Abstand, jedoch 
vor dem Ultraviolettlicht geschiitzt, aufgestellt. Nach 5-, 6-, 8stiindiger 
und noch langerer ununterbrochener Bestrahlung wurden jeweils 
0,5ccm Serum abpipettiert. Diese Menge wurde 1:10 mit physiolo- 
gischer Kochsalzlésung verdiinnt und die Kurve von 0,5 ccm dieser 
Lésung in 4,5cem Kobaltopuffer der bekannten Zusammensetzung 
polarographisch aufgezeichnet. Es zeigt sich (Abb. 2), daB bei Ver- 
wendung unverdiinnten Serums erst nach 4- bis 5stiindiger Bestrahlung 
ein polarographisch nachweisbarer Effekt erzielt wird. Dieser pragt 
sich in einem allmahlichen Anstieg beider Proteinstufen aus. Dabei 
hebt sich die zweite Stufe starker an als die erste. Auch nach 10 stiindiger 
Bestrahlung kann dieses Verhalten noch verfolgt werden. 
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Um nun der Frage der offenbar vorliegenden Bedeutung der Ko 
zentration der Eiweiblésungen fiir polarographisch nachweisbar: 
Anderungen durch Ultraviolettbestrahlung nachgehen zu kénne: 
muBten folgende Faktoren stets konstant gehalten werden: 


der Abstand von Brenner zur Lésung, 

2. die Bestrahlungszeit und -intensitat, 
die Ausgangskonzentration der zu untersuchenden Stammlésung, 
die Endkonzentration fiir die polarographische Analyse, nachdem 
fiir die Ultraviolettbestrahlung Lésungen verschiedener Konzentra- 
tionen hergestellt waren. 


Die Bedingungen | und 2 sind leicht zu erfiillen. Die Bedingungen 3 
und 4 stellen an die polarographische Erfahrung des Untersuchers einige 
Anforderungen. Wie aus den Versuchen von T'ropp hervorgeht, steht 
die polarographische Stufenhéhe in enger Beziehung zur Konzentration 
der EiweiBlésung. Nur in einem bestimmten Bereich bekommen wir 


scharf ausgepragte, gut ausmeBbare Kurven. Um médglichst groben 


Spielraum zu haben, war eine méglichst starke Verdiinnung, die aber 
doch noch eine deutliche polarographische Kurve ergab, zu wahlen. 
In besonderen Vorversuchen fand ich schlieBlich eine Ausgangskonzen- 
tration von etwa 1°, EiweiB und eine Endkonzentration in einer acht- 
fachen Verdiinnung davon als geeignet. 


Versuchsanordnung. 


Es wurde bei senkrecht einfallendem UV-Licht in einem Abstand vom 
Brenner zum Objekt von 30cm bestrahlt. 2 cem der betreffenden Lésung 
befanden sich auf Eis in einem Wageschalchen aus Glas. Bestrahlungszeit 
4 Minuten. Es wurden gleichzeitig sechs verschiedene Konzentrationen 
dem UV.-Licht ausgesetzt, und zwar: 

1. Stamml6ésung 1°, ig 4. Verdiinnung 1: 4 
2. Verdiinnung 2 § 5. Verdiinnung 1: 6 


3. Verdiinnung : 6. Verdiinnung 1:8 


Die Verdiinnungen wurden mit physiologischer Kochsalzlésung hergestellt. 
Nach Beendigung der Bestrahlung wurden saimtliche Ansiatze, einsehlieBlich 
einer unbestrahlten Kontrollstammlésung (Nr. 0) auf eine Verdiinnung |: & 
gebracht. 0.5 cem hiervon wurde zu 4,5 cem Kobaltopuffer gegeben und 
bei einer Galvanometerempfindlichkeit von !/;, sofort polarographisch 
analysiert, 

An reinen EiweiBlésungen wurde Pferdeserumalbumin sowie -globulin 
gepriift. Herstellung: Ausfaillung der Globuline durch Halbsattigung mit 
Ammonsulfat, Wiederauflésung in Aqua dest. und nochmalige Fallung. Ge 
winnung der Albumine durch Ganzsattigung mit Ammonsulfat, Wieder 
auflésung in Aqua dest. und nochmalige Wiederholung des Verfahrens. 
Die Substrate wurden sodann in wenig Wasser gelést und gegen physio- 
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logische Kochsalzlésung bis zur Sulfatfreiheit dialysiert. SchlieBlich wurde * 
der EiweiBgehalt gravimetrisch bestimmt und die Lésungen mit phys. 
Kochsalzl6sung auf eine Stammkonzentration von 1°, EiweiB gebracht. 


Menschliches Blutserwm. 


Sehen wir uns zunachst den Bestrahlungserfolg an der 1 °,, Eiweib 
enthaltenden Stammlésung (Abb. 3, Kurve 2) an, so erkennen wir, 
wie die Proteindoppelstufe sich im ganzen hebt und die zweite Stufe 
verhaltnismaBig hoher ansteigt als die erste. Lhre Erhé6hungen betragen 
8,9 bzw. 26,5°,. Aus der letzten Kurve der Abb. 3 ist der EinfluB der 
Verdiinnung zu erkennen. Es fallt sofort auf, da die EiweiBdoppel- 


Eiweid: 1%! 1 Q5%| 38% += 425%, GuS%, «405% 
| 
' | 
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Abb. 3. Menschliches Serum. Bestrahlung fallender Konzentrationen 
Brennerabstand: 30em. Bestrahlungszeit: 4 Min. Kurve 0 unbestrahite Kontrolle, 
1, 2 usw. bestrahlte Lésung. 


stufe wesentlich héher leet. Der Anstieg betragt gegeniiber der 
Kontrolle 50,9°,. Das ist also fast der doppelte Wert wie bei der unver- 
diinnten Lésung. Die Zwischenverdiinnungen weisen die entsprechen- 


den Ubergange auf, 
P ferdeserumalbumin. 


Wie aus Abb. 4 hervorgeht, zeigt das Albumin gegeniiber dem 
menschlichen Blutserum ein noch ausgepriagteres Verhalten. Schon 
Wenig und Jirovec hatten gefunden, daB Albumin auf die Strahlen- 
einwirkung stirker reagiert als Serum. Dies zeigt sich auch hier. Die 
Erhéhung betragt in der Stammlésung bei Stufe | 9.4°,, bei Stufe LI 
43,3°.. Verfolgen wir nun den Einflu8 der Verdiinnung, so erkennen 
wir deutlich, wie die Reaktion mit Abnahme der Konzentration immer 
mehr zunimmt. Bei unserer Lésung mit Verdiinnung 1:8 stellen wir 
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eine StufenerhGhung von 28,1°, bei der ersten und 96,2°, bei de: 
zweiten Stufe fest. 


Eiweib: 1%) 1%| 05% 433% 


/ 


Abb. 4. Pferdeserumalbumin. Bestrahlung fallender Konzentrationen. 
Brennerabstand: 30cm. Bestrahlungszeit: 4 Min. Kurve 0 unbestrahlte Kontrolle, 
1, 2 usw. bestrahlte Lésung. 


3. Pferdeserumglobulin. 


Fiihren wir nun den Versuch unter vollig gleichen Bedingungen 
am Globulin des gleichen Tieres durch, so stoben wir auf ein vom 
Albumin vollig abweichendes Verhalten (Abb. 5). Eine gegeniiber der 
Kontrolle deutlich meBbare Erhéhung ist bei der dem Ultraviolettlicht 


Eiwei8: 1%| 1% 05%" 83%) 425%  G15%, gres%) 
| | 
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Abb. 5. Pferdeserumglobulin. Bestrahlung fallender Konzentrationen. 
Brennerabstand: 30em. Bestrahlungszeit: 4 Min. Kurve 0 = unbestrahlte Kontrolle, 
1, 2 usw. = bestrahite Lésung. 


ausgesetzten Stammlésung nicht zu erkennen. In dem letzten Ver- 
diinnungsansatz deutet sich eine Reaktion eben an. Man sieht, wie sich 
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der abfallende Schenkel der zweiten Proteinstufe zu heben beginnt. Die 
Stufe selbst ist nur um 2,5 mm gegeniiber der Kontrolle erhéht. 

Dieses unterschiedliche Verhalten von Albumin nnd Globulin labt 
sich durch weitere Versuche noch deutlicher veranschaulichen, Dehnt 
man die Bestrahlungszeit 


unter sonst gleichen Be- Civoit. 1% 0125% 


dingungen von 4 Minuten | 
auf 1 Stunde aus, so bieten 
die polarographischen 
Kurven, die in Abb. 6 und 
7 wiedergegebenen Bilder. 
Abb. 6 gibt einen Befund 
bei Serumalbumin wieder. 
Der EinfluB des Zeit- 
faktors ist an der be- 
trachtlichen Stufener- 
héhung der unverdiinnt 
bestrahlten Lésung zu er- ’ r 
kennen. Die dritte Kurve p 
Abb. 6. Pferdeserumalbumin 
gibt den Stand der Re- Bestrahlungszeit: 1 Std. Brennerabstand: 30 ¢m. 
aktion nach der gleichen 0 = unbestrahit, 1 
E 2 = Sfach verdiinnt bestrahlt. 
Zeit bei Verdiinnung 1:8 


wieder. Die Ultraviolett- 


unverdiinnt bestrahilt, 


lichtbeeinflussung ist iiber Uc 
die optimale Wirkung 
weit hinausgegangen. Es 
kommt zur starken Trii- 
bung der Lésung, also 
zur Ausfaillung des Ei- 
weiBes. Die polarographi- 
sche Kurve sinkt in sich 
zusammen, 

Ganz anders die ent- 
sprechenden Verhiltnisse 
beim Globulin (Abb. 7). 2 
Die 1°%ige Lésung weist 
kaum eine Stufenver- preimage gyms once 

Bestrahlungszeit: 1 Std. Brennerabstand: 30 em. 

anderung auf, wahrend O = unbestrahlt, 1 = unverdiinnt bestrahit, 
die achtfache Verdiinnung eS ieee eee 
einen maBigen Anstieg zeigt. Die zweite Stufe erhebt sich deutlich 
liber die erste. Die Lésung weist makroskopisch nur eine schwache 
Triibung auf. 

Es erhebt sich nun die Frage nach der Ursache der verstarkten 
Reaktion in verdiinnterer Lésung. Es wire ja eigentlich zu erwarten, 
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daB die Stufenhéhe sowohl bei der unverdiinnten als auch bei der ver 
diinnten Lésung einer Eiweibart nach Bestrahlung unter gleiche: 
Bedingungen vollig gleich ist, da wir annehmen kénnen, daB in de; 
achtfach konzentrierten Lésung pro Flacheneinheit auch die ent 
sprechend gréBere Anzahl von EiweiBmolekiilen getroffen wird. Es 
wiirden sich sodann nach Angleichung an die achtfach verdiinnte Lésung 
in | cem beider Lésungen eine gleich groBe Anzahl getroffener Teilchen. 
was sich in gleicher Stufenhéhe ausdriickt, finden. Dem ist aber nicht 
so. In der verdiinnten Lésung sind wesentlich mehr abgespaltene 
Gruppen polarographisch nachweisbar. Man kénnte sich nun denken, 
da vielleicht durch zunehmende Verdiinnung das EiweiBmolekiil in 
einen labileren Zustand gerat und sehr viel leichter auf die Ultraviolett- 
strahleneinwirkung hin seine polarographisch nachweisbaren Gruppen 


abspaltet. Diese Vorstellung ist eine Hypothese, die sich augenblicklich 


noch nicht beweisen lat. — 

Experimentell zu priifen ware dagegen die Méglichkeit, ob nicht 
das unterschiedliche Verhalten dadurch mitbedingt ist, daB eine ver- 
schieden starke Absorption der Ultraviolettstrahlen auftritt. In der 
konzentrierten Lésung fangen die dicht aneinander gedrangten Eiweih- 
molekiile den gr6Bten Teil der Strahlen in der obersten Fliissigkeits- 
schicht ab, wahrend in der verdiinnten Lésung die Méglichkeit besteht, 
das ein grober Teil der Strahlen weiter vordringt und auch weiter 
innenliegende EiweiBmolekiile treffen kann. In einfacher Versuchs- 
anordnung laBt sich tatsachlich die Berechtigung zu dieser Vorstellung 
polarographisch beweisen. — 


Versuchsanordnung. 


Zwei kleine, flache Schalehen aus 2mm dickem Glas von 10 mm Héhe 
und 37 mm lichter Weite wurden, um die UV.-Lichteinwirkung scharf ab- 
zugrenzen, in einen 4cem hohen Zylinder aus schwarzem Papier, der die 
Schalchen eng umschloB, iibereinander gestellt. Das untere Schalchen (U) 
wurde jeweils mit 3cem der achtfachen Verdiinnung einer etwa 1°, igen 
Eiwei®Blésung beschickt. Das obere Glaschen (0) wurde im ersten Versuchsteil 
ebenfalls mit dieser achtfach verdiinnten Lésung (3 cem) gefiillt, im zweiten 
Versuchsteil jedoch mit der konz. Stammlésung (etwa 1°,). Beide Male 
wurde unter gleichen Bedingungen mit UV.-Licht, von oben in den Zylinder 
einfallend, bestrahlt. Die Stammlésung wurde sodann auf die achtfach 
verdiinnte Endkonzentration gebracht und alle Ansétze wie iiblich polaro- 
graphiert. 

Es fand sich in wiederholten Versuchen sowohl an Serum wie auch 
an menschlichem Serumalbumin folgendes Ergebnis: Die Fliissigkeit 
in Schalchen O; zeigt den erwarteten erheblichen Stufenanstieg gegen- 
iiber der unbestrahlten Kontrolle, die Lésung in Uy einen weniger 
hohen als Ausdruck der Absorption sowohl durch die dariiberstehende 
Lésung als auch vor allem durch den 2mm dicken Glasboden. Die 
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Lésung des oberen Schalchens im zweiten Versuchsteil (OQ;;, konz.) 
weist ebenfalls den erwarteten Anstieg auf, die darunter gesetzte Lésung 
dagegen eine wesentlich niedrigere Stufe als U;. In Tabelle I ist als 


Beispiel das Protokoll eines derartigen Versuchs mit menschlichem 


Serumalbumin wiedergegeben. Die Absorption durch die konzentrierte 
Lésung ist hierbei so stark, daB in der daruntergeschalteten Lésung 
kaum mehr eine Bestrahlungswirkung festzustellen ist. 


Tabelle I. Beispiel eines Schichtbestrahlungsversuchs; menschl, 
Serumalbumin. Brennerabstand 30 em, Bestrahlungszeit 6 Min. 





Versuchsteil I Versuchsteil I : 
Kontrolle 


Konzen- Stufenhdhe Konzen- Stufenhéhe  unbestrahlt 
tration in mim tration in mm 


Oberes Schalchen 1:8 50 etwa 1% 29,5 1:8 
Unteres Schalchen 1:8 33,5 1:8 25 24 mm 


Zusammenfassung. 


Von Wenig und Jirovec war gezeigt worden, daB sich die Ein- 
wirkung von Ultraviolettlicht auf EiweiBlésungen polarographisch ver- 
folgen laBt. Durch die Bestrahlung werden vermehrt Sulfhydrylgruppen 
aus dem EiweiBmolekiil frei. Dies ruft im Polarogramm eine Erhéhung 
der Proteindoppelstufe hervor. Es war beobachtet worden, daB diese 
Erhéhung von der Bestrahlungszeit, dem Abstand vom Brenner und der 
EiweiBart abhangig ist. Ich konnte an Hand eigener Versuche zeigen, 
daB eine deutliche Beziehung zwischen dem polarographisch nach- 
weisbaren Effekt und der Konzentration an EiweiB besteht. Die Protein- 
stufenerhéhung nach Bestrahlung mit Ultraviolettlicht nimmt unter 
sonst gleichen Bedingungen mit fallender Konzentration zu. Es wird 
also polarographisch einwandfrei nachgewiesen, das mit zunehmender 
Verdiinnung die Wirkung der Ultraviolettstrahlen auf das Eiweif 
starker wird. — 


Es lieB sich weiter experimentell zeigen, daB diese Erscheinung wohl 
zum groBten Teil durch die starkere Ultraviolettstrahlenabsorption in 
den oberen Schichten der konzentrierteren Lésung bedingt ist. 


Das beobachtete Verhalten ist grundsatzlich allen von mir gepriiften 
EiweiBarten eigen. Es bestehen jedoch erhebliche graduelle Unter- 
schiede: Albumin weist den starksten, Globulin den schwachsten Effekt 


auf, — 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich bestens fiir die Unter- 
stiitzung der Arbeit, ebenso Herrn Prof. Hinsberg fiir sein wohlwollendes 
Entgegenkommen bei der Durchfiihrung derselben. 
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Uber die bei der Biuretreaktion entstehenden 
farbigen Kupferkomplexe mit EiweiSkérpern 
und Eiweigabbauprodukten*. 

Von A. Kiintzel und Th. Dréscher. 
(Aus dem Institut fiir Gerbereichemie der Technischen Hochschule 
Darmstadt.) 
(Eingegangen am 12. Juli 1940.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


Die bei der Biuretreaktion der Eiwei$kérper und ihrer Abbau- 
produkte auftretende Kupferkomplexfarbe la8t sich bekanntlich nicht 
auf eine bestimmte Farbnuance festlegen; sie schwankt vielmehr 
zwischen Violett und Rot, und zwar abhangig 1. von dem Verhiltnis 
von Kupfer zu der EiweiBmenge in der zu untersuchenden Lésung 
und 2. von dem Abbaugrad des EiweiBkérpers. 

Was den ersten Punkt betrifft, so hat schon Briicke (1) im Jahre 1883 
gezeigt, daB bei geringem Kupferzusatz zu einer EiweiB- bzw. Pepton- 
lésung eine rote Kupferfarbe auftritt, wahrend bei gréBerem Kupfer- 
gehalt der Versuchslésung die Komplexfarbe violett ist. Kiihne (2) 
stellte eine Tabelle der Farbnuancen bei verschiedenen EiweiBabbau- 
produkten je nach der zugesetzten CuSO,-Menge auf. Vor kurzem 
beschaftigten sich F. Lieben und H. Jesserer (3) mit dieser Frage und 
widmeten ihr eine ausfiihrliche, auf quantitativen Methoden beruhende 
Untersuchung. Diese Forscher geben den gleichen Sachverhalt in der 
Weise wieder, da sie von einer roten und einer blauen Farbkomponente 
der Biuretfarbe sprechen; die rote Komponente tritt bei geringem 
Kupferzusatz auf, bei Steigerung der Kupferkonzentration erscheint 
dann auch noch die blaue Komponente. 

Uber den Einflu8 der Kupferkonzentration auf die Biuretfarbe 
besteht demnach Ubereinstimmung unter den zahlreichen Autoren, die 
sich mit der Biuretreaktion beschaftigt haben. Dagegen findet man 
verschiedene Anschauungen iiber den Einflu8 des Abbaugrades auf die 
Kupferfarbe. Die alteren Autoren betonen die Ungleichheit der Farbung 
von Proteinlédsungen und abgebauten Proteinen: ,,Kiweiblésungen 
farben sich mit Kali und Kupferoxydlésung violett, Peptonlésungen 
aber rot.“‘ (Briicke, l.c. 8.215). Lieben und Jesserer hingegen fiihren 
diese von den Alteren Autoren gefundenen Farbunterschiede auf die 
Ungenauigkeit der qualitativen Ausfithrung der Biuretreaktion zuriick 
und finden ihrerseits, da Proteine und Peptone nach Farbstarke und 
Farbton gleichartig reagieren. 


~ Sy. 
Biochemische Zeitschrift Band 306. 











A. Kiintzel u. Th. Dréscher: 


Bei dem geschilderten Stand unserer Kenntnisse ist es nicht méglic|). 
fiir die Konstitution der Kupferkomplexe, die unter den Bedingunge 
der Biuretreaktion entstehen, annehmbare Vorschlage zu machen 
Es ist auch nicht méglich, aus der Farbgleichheit von Kupferprotei: 
komplexen und Kupferkomplexverbindungen definierterer Art, wie z. [3 
dem Schiffschen Kalium-Kupferbiuretsalz (4), Analogieschliisse auf dic 
Beschaffenheit der Art der Proteingruppen zu ziehen, die als Liganden 
des Kupferkomplexes bei der Biuretreaktion in Funktion treten, Das 
ist nicht nur deswegen unmédglich, weil bereits iiber die wichtigste 
Metallverbindung, das Kalium-Kupferbiuretsalz von der Zusammen- 
setzung K.Cu(C,0,N3Hs). verschiedene Konstitutionsvorstellungen 
existieren, sondern auch deshalb, weil die Zahl der bekannten Kupfer. 
komplexe mit stickstoffhaltigen organischen Verbindungen von violetter 
Farbe so gro ist, daB unmédglich die subjektive Farbempfindung 
Violett einer bestimmten Komplexkonfiguration zugeordnet werden 
kann. Abgesehen von den zahlreichen von Biuret, Malonamid und 
Oxamid ableitbaren Modellkérpern, die bei den Untersuchungen von 
Schiff eine positive Biuretreaktion ergaben, ist auf die violetten Kupfer- 
komplexverbindungen mit Oxyaminoverbindungen [Tomita (5)], auf 
die rotvioletten Kupferimidkomplexe vom Typus [Cu(NR),]K. (6) und 
auf die von Schlesinger (7) entdeckten innerkomplexen Kupfersalze 
der Bisiminoséuren von der allgemeinen Konstitutionsformel 

0Cc—O. 


R 
R 


1>C—_N< 
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hinzuweisen. Ist in diesen Salzen n = 2 und 3, dann sind sie blau 
gefarbt, ist » = 10, so besitzen sie eine violette Farbe; bei den Ver- 
bindungen mit n = 5 und n = 7 existiert jedesmal eine blaue und eine 
isomere violette Form. 

Wenn man sich iiber die Konstitutionsméglichkeiten der Kupfer- 
EiweiBkomplexverbindungen unterrichten will, so muB man sich also 
auf die genaue Untersuchung dieser Systeme selbst beschrinken. Wegen 
der Unméglichkeit, kristallisierte Salze zu erhalten, sind die Aussagen, 
die man hierbei aus Farbmessungen von Proteinlésungen erhalt, natiirlich 
immer mit einer ziemlichen Unsicherheit belastet. Doch lassen sich die 
bereits bekannten Tatsachen und die noch neu hinzugekommenen 
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zu einer Theorie der Biuret- 
reaktion auswerten, welche in sich widerspruchslos ist und die Farb- 
anderungen unter den verschiedenen Bedingungen der Biuretreaktion 
bzw. des Abbauzustandes zu erkliren vermag. 

Der Kernpunkt dieser Theorie ist, daB bei der Biuretreaktion zwei 
verschiedene Arten von Kupferkomplexverbindungen auftreten kénnen ; 
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hauptsachlich bildet sich ein Komplex, dessen Liganden die Peptid- 
gruppen der Proteine und Polypeptide sind und in zweiter Linie entsteht 
ein Komplex, dessen Liganden die freien Aminogruppen der Proteine, 
Polypeptide und auch der Aminosiuren sind. Beide Komplexe kénnen 
gesittigt sein oder ungesittigt, was ebenfalls von EinfluB auf die 
Komplexfarbe ist. — DaB die Peptidgruppen der Proteine die Trager 
der Biuretreaktion sind, hatte Schiff noch nicht erkannt. Diese Er- 
kenntnis hat sich erst seit den Arbeiten von F. Fischer (8) durchgesetzt 
und gehért heute zu den Elementarkenntnissen der EiweifSchemie (9). 
Man erhalt jedoch erst dann eine Erklarung fiir die Variabilitat der 
Biuretfarben, wenn man beriicksichtigt, daB unter den Bedingungen 
der Biuretreaktion noch andere komplexbildende Gruppen in Proteinen 
und verstirkt in Proteinabbauprodukten vorhanden sind. 

Das soll an den folgenden Versuchen im einzelnen naher ausgefiihrt 
werden. 

1. Der Kupferpeptidkomplex. 

Aus Essigester und Methylamin wurde Essigsiuremethylamid, 
CH,-NH-CO-CHs, der einfachste Peptidkérper, hergestellt; er 
zeigt keine Biuretreaktion. Dasselbe gilt fiir die Verbindung 
H,C- OOC-CH,:NH-CO-CH,-OH, hergestellt aus Glyeylglycin- 
ester durch Desamidieren mit Natriumnitrit und Essigsiure. Wenn 
man dagegen den Tripeptidester aus drei Glykokollresten auf die 
gleiche Weise desamidiert und mit Kupfer und Alkali versetzt, so 
erhailt man eine ausgesprochene Rotfirbung der Lésung. Ferner 
stellten wir aus Malonsaurediathylester und wasserigem Methylamin 
das Malonsaure-bis-methylamid, CH,-NH-CO-CH,-CO-NH-CHs, 
nach Angaben von M. Freund (10) her, erhielten mit dieser Ver- 
bindung jedoch keine Biuretreaktion, sondern nur eine schwach blaue 
Firbung. Aus diesen Versuchen geht hervor, daf zur Biuretreaktion 


mindestens zwei Peptidgruppen in polypeptidischer Anordnung im Mole- 
kil vorhanden sein miissen. Dal eine einzelne Peptidgruppe zur Biuret- 
reaktion nicht ausreicht, ist auf Grund des negativen Biurettestes 
des Glycylglycins bereits von H.O.Calvery (11) betont worden. 


Dieser Peptidkomplex ist nur in stark alkalischer Lésung bestandig ; 
weiterhin ist darauf hinzuweisen, daf die Cupriionen nur dann in 
komplexer Form in Gegenwart von Alkali gelést bleiben, wenn ein 
gewisser Uberschu8 von Peptiden vorhanden ist. Fiir die Konstitution 
dieses Komplexes ist folgende Formulierung denkbar: 


H\ 
a 
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Danach werden zunichst die beiden Peptidgruppen unter dem Einf|\,); 
der hohen Alkalikonzentration enolisiert. Sodann wird das aktiviert, 
Wasserstoffatom der Peptidgruppe durch das Kupferatom ersetzt, das 
seinerseits mit dem Stickstoffatom der Peptidgruppe eine nebei 
valentige Bindung eingeht. Es entsteht so ein Nebenvalenzring erste: 
Art im Sinne von P. Pfeiffer (12). 

In analoger Weise ]aBt sich die Biuret-Kupferkomplexverbinduny 

von Schiff formulieren: 
0 
NH,—C<,, . 
Cux SA K,, 
O Oxy * 
| ‘NH/, 
fiir die jedoch noch andere Formulierungen mdglich sind. 

Die folgende Tabelle I enthalt die weiter im Schrifttum angegebenen 
Formelvorschlage dieser Komplexverbindung, die in der Schreibweise etwa- 
aneinander angeglichen sind, ohne daB die wesentlichen Gesichtspunkte 
der urspriinglichen Formulierung verandert wurden. 


Tabelle I. 

















Autor Formelbild 


OH 


} 


2 


H. Schiff (4) ca NH,—CO_ vy | 


KNH,—CO 
OH 


L. Tschugaeff (13) [ cu- [ome nae -NH) |K, 


H. Ley (14) [ cu. arte NH) | K, 


H. O. Calvery (11) [ cu: ( 


Von diesen Formeln ist die von T'schugaeff die wahrscheinlichste; sie 
kommt unserer Formulierung am nachsten. Sie kann jedoch nicht als 
Vorbild fiir die Aufstellung einer Formel fiir den Peptidkomplex dienen. 
weil die beiden Stickstoffatome zweier henachbarter Peptidgruppen um 
ein Kettenglied naiher aneinanderstehen als die beiden Aminostickstoft 
atome des Biurets. Bei einer Ringbildung, bei der das Kupferatom von 
zwei Stickstoffatomen eingeschlossen wird, kénnte im Falle der Peptid- 
verbindung nur ein fiinfgliedriger Ring entstehen, wahrend die von uns 
gewahlte Formulierung einen Sechsring erméglicht und daher vorzu 
ziehen ist. 

Die Frage, ob die T'schugaeffsche Formel der Cu-Biuretverbindung ode! 
die der Peptidformel analoge wahrscheinlicher ist, ist nicht zu entscheiden 
Die subjektiv empfundene Farbgleichheit zwischen Biuret- und Peptid- 
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komplexverbindung ist jedenfalls kein Grund dafiir, auch gleichartig kon- 
stituierte Komplexe anzunehmen. Die Lichtabsorptionskurve der Kupfer- 
Biuretverbindung zeigt namlich eine sehr geringe Ubereinstimmung in bezug 
auf Lage und Hohe des Extinktionsmaximums mit den Kurven von Kupfer- 
Proteinverbindungen (S. 200). Zugunsten der Formel von T'schugaeff 
spricht, da sich die neutrale blaugefarbte Kupfer-Biuretver bindung, 
CuSO,(C,N,O,H,) (Schiff), nur nach Art einer N... Cu... N-Verke*tung 
formulieren laBt: 
SO,-Cu- NE a -NH. 
2. Der Kupferaminokomplex. 

Die blaue Komponente der Biuretfarbe tritt dann am reinsten in 
Erscheinung, wenn keine Méglichkeit fiir die gleichzeitige Bildung von 
Peptidkomplexen besteht, also bei der Reaktion des Kupfers mit voll- 
standig abgebauten EiweiBhydrolysaten bzw. mit einheitlichen Amino- 
siuren. Die Farbe derartiger Lésungen ist bekanntlich rein blau. 

Zum Unterschied gegeniiber den Peptidkomplexen, die nur in 
stark alkalischer Lésung gebildet werden kénnen, sind jedoch die 
Komplexverbindungen der Aminosaéuren mit Kupfer auch im schwach 
alkalischen, neutralen und schwach sauren Gebiet bestandig, wenn 
auch die Farbe bzw. die Konfiguration der Komplexe mit der Aziditat 
der Lésung Anderungen unterliegt. Hieriiber liegen Messungen von 
Borsook und Thimann (15) an Kupferglykokoll- und Kupferalanin- 
komplexen vor. 

Die Formelvorschlage der Tabelle I] sind mit denjenigen von 
Borsook und Thimann nicht identisch. Das bekannte innere Komplex- 


Tabelle Il. Farben von Cu-Glykokollkomplexen bei ver- 
schiedenem px. 





Lage des 
Extinktions- 
Pu-Bereich Farbe maximums * Formel 
in mu bei 
Cu: N=1:50 


Stark sauer Kupfer- [Cu (OH,),] Cl, + 2HOOC-CH,-NH,Cl 
chlorid- 
farbe 
Schwach — griinblau 720—680 [Cu-(OOC-CH,-NH,),] Cl, (I) 
sauer 
Py etwa3- 4 
Schwach blau 640 — 620 er O Oc 
sauer bis | "<(NH,—CH, | 
schwach alka- ; ahs 
lich, py 5—9 
Stark blau etwa 660 HO. ~: .NH 
alkalisch 
Pu 10—12 


* Nach Borsook und Thimann. 


9 -CH,—COO0}],,. 
HO>C™ NH? _CH Coo | Na (ED) 
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salz des Kupfers mit zwei Glykokollmolekiilen ist nach ihnen nur j: 
neutraler Lésung bestandig; in Gegenwart von Alkali zerfallt dieses 
Salz. Um eine bestimmte Kupfermenge durch Glykokoll in alkalischem 
Gebiet standig in Lésung halten zu kénnen, bedarf es eines Uber 
schusses von Glykokoll im Verhaltnis Cu: N = 1:5,3. Bereits ein 
Ansatz von 1 Kupfer zu 4 Glykokoll erweist sich als unstabil und 1apt 
nach kurzem Stehen eine Triibung bzw. Abscheidung von Kupfer- 
hydroxyd erkennen. Wir haben es hier offenbar mit einem Komplex 
des Cupriions zu tun, welcher dem bekannten Tetramminkomplex des 
Kupfers analog gebaut ist und der folgendermaBen zu formulieren ist : 


[Cu(H,N -R- COONa),} (OH)o. 


Genau so wie Glykokoll verhalten sich die itbrigen Aminosauren, die 
als Endglieder der totalen EiweiBhydrolyse auftreten. Aber auch die 
nativen Proteine reagieren mit Kupfersalzen unter Bildung von ge- 
mischten Carboxyl-Aminokomplexen bzw. reinen Amminkomplexen. 
Denn die Proteine verfiigen auf Grund ihres Gehalts an Diamino- und 
Dicarbonsauren iiber freie Gruppen dieser Art. Nur sind diese Gruppen 
an den Makromolekiilen der Proteine raumlich fixiert, so da eine 
lokale Anreicherung, wie sie zur Bildung abgesattigter Komplexe 
erforderlich ist, nicht méglich ist. Die Reaktion der Proteine mit 
Kupfersalzen unter Bildung ungesattigter Kupfer-Carboxyl-Amino- 
komplexe erkennt man am deutlichsten im neutralen bzw. schwach 
saurem Gebiet, in welchem eine Stérung des Farbeindrucks durch die 
roten Peptidkomplexe nicht erfolgen kann; denn letztere bilden sich 
nur im alkalischen Gebiet. Bekannt ist, daB SerumeiweiB mit Kupfer- 
sulfat eine bliuliche Kupferalbuminatfiallung gibt. Versetzt man eine 
Gelatinelésung mit etwas Kupfersulfat, so ist mit bloBem Auge kaum 
wahrzunehmen, daf eine Reaktion im Sinne einer Komplexanderung des 
Cupriaquokomplexes stattgefunden hat. Bei genauer optischer Analyse 
ist jedoch das Auftreten einer derartigen Reaktion zweifellos festzustellen. 
Ebenso wie im alkalischen Gebiet kommt die Komplexanderung starker 
zum Ausdruck, je gréBer der Uberschu8 der EiweiSkomponente gegen- 
iiber Kupfer ist. Die Komplexfarbe der unabgebauten Gelatine ist 
griin, die des vollstandig abgebauten Hydrolysats ist blaugriin. Mit 
Glykokoll bildet Kupfersulfat rein blau gefirbte, aber ebenfalls wenig 
farbintensive Komplexe (Abb.1, 2 und 3). Die Ubereinstimmung 
dieser Kurven laBt den SchluB zu, daB in allen drei Fallen Komplex- 
verbindungen vom Typus des Kupferglykokollsalzes gebildet werden. 
Da8 das EiweiShydrolysat eine etwas andere Farbe in Gegenwart von 
Kupfer erhalt als die Glykokollésung, kann auf eine individuelle Ver- 
schiedenheit der Kupferkomplexe der einzelnen Aminosauren_hin- 
sichtlich der Farbe zuriickgefiihrt werden, 
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Macht man nun ein Aminoséure-Kupfersalzgemisch stark alkalisch, 
so erfolgt eine Intensivierung der Aminokomplexfarbe. Eine analoge 
Farbanderung der Kupferaminkomplexe bei Alkalizugabe ist jedoch im 
Falle der Proteine nicht zu_be- 
| merken, weil sie durch das Auftreten 








1Cw. SON 


ose. 


e *Q 




















700 «6650 —=——600——iS50—‘iCSOsC“‘ié‘dOSOSC«O 959 700 «=650 = 600 |S «550 S00 sWSQ 00 








--A MAL =A mt 
Abb. 1. Extinktionskurven von Kupfersulfat Abb. 2. Wie Abb. 1, statt desaggregierter Gela- 
+ desaggregierter Gelatine ohne Alkali. Kupfer- tine wurde ein abiuretes Gelatinehydrolysat 
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Abb. 3. Wie Abb. 1, statt Gelatine wurde Glykokoll genommen. 

der intensiv rotgefarbten Peptidkomplexe iiberdeckt wird. Uber die 
verschiedenen Formen der Kupferkomplexe der Proteine abhangig von 
der Aziditat unterrichtet die folgende tabellarische Zusammenfassung 
(Tabelle ITT). 

Im alkalischen Gebiet, also unter den Bedingungen der Biuret- 
reaktion, existieren demnach zwei Typen von Kupferkomplexverbin- 
dungen nebeneinander. 
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Tabelle III. 





Art der Cu-Komplexverbindungen Reagierende Gruppen des Proteins 


in verschi *}-Bereiche » ’ 235 nila 
in verschiedenen [H']-Bereichen Carboxyl- und Aminogruppen Peptidgruppen 





Sauer neutral Glykokollsalzkomplex 
unter Bevorzugung der 
COO-Gruppe I > II* 
Farbe: griin blaugriin 
Neutral — schwach alkalisch | Glykokollsalzkomplex II * 
Farbe: blau 
Schwach alkalisch stark | wenig stabiler Glykokoll- stabiler Peptid- 
alkalisch salzkomplex unter Bevor- komplex 
zugung der Aminogruppe Farbe: rot 
II III*. Farbe: blau 


* Die rémischen Zahlen beziehen sich auf die Formelbilder in Tabelle IT. 


Daneben mu8 aber auch auf die Méglichkeit der Bildung von Misch- 
komplexen hingewiesen werden, die dann gegeben ist, wenn zu einer Peptid 
gruppe eine freie Aminogruppe in «-Stellung steht. Das geht aus der Beob- 
achtung hervor, daB Glycylglycin mit Kupfer und Alkali eine zwar blaue, 
aber doch mehr nach Violett verschobene Farbe gibt im Vergleich zu der 
Glykokollkupferfarbe. Auch die Kupferkomplexfarbe des Tripeptids ist 
von derjenigen des desamidierten Tripeptids deutlich verschieden: diese 
ist rot, jene ist mehr violett. Es mu8 sich also ein Komplex folgender Art 
bilden, welcher in der Farbe eine Mittelstellung zwischen dem Peptidkomplex 
und dem Aminokomplex einnimmt. 


Im Falle der Biuretreaktion mit nativen Proteinen diirfte die Méglich- 
keit dieser Komplexbildung allerdings selten gegeben sein. 

' Fiir das Verstandnis der Verhaltnisse bei der Biuretreaktion ist 
weiterhin wichtig, daB von den beiden Arten von Liganden offensichtlich 
die Peptidgruppe komplexstabiler ist. Der experimentelle Grund fiir 
diese Annahme ist folgender. LafSt man eine mit Kupfer versetzte 
alkalische EiweiBlésung langere Zeit unter Riickflu8 kochen, so ver- 
mindert sich der Gehalt an geléstem Kupfer, wobei sich die Farbe 
gleichzeitig immer mehr nach rot und schlieBlich nach gelbrot verschiebt 
und CuO ausfallt. 

Gibt man zu den an Kupfer verarmten Lésungen wieder Kupfer- 
salzlésung, so erscheint wieder die urspriingliche violette Biuretfarbe. 
Dieser Versuch ist zugleich ein Beweis fiir die Bildung von Kupfer- 
peptidkomplexen; denn wenn man eine kupferfreie EiweiBlésung gleich 


lange mit Alkali erhitzt, so erweist sie sich als abiuret. Im alkalischen 
Milieu hat also eine Hydrolyse der freien Gelatine stattgefunden. Durch 
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die Bildung komplexer Kupfersalze unterbleibt die Hydrolyse bzw. wird 
erheblich gehemmt. Dieser Befund kann nur so erklart werden, daB die 
Kupferatome mit der Peptidgruppe unter Komplexbildung reagiert haben 
und daB auf Grund dieser komplexen Bindung die Peptidgruppen vor 
Hydrolyse geschiitzt sind, 


3. Die Bildung basischer Kupferkomplexe. 


Die vorstehend geschilderten Kupferkomplexe kénnen sich nur 
dann bilden, wenn ein so groBer Uberschu8 an den komplexbildenden 
Peptid- und Aminogruppen vorhanden ist, daB eine Sattigung des 
Komplexes mit diesen Gruppen erfolgt. Doch sind auch ungesiattigte 
Kupferkomplexe lésungsbestindig; diese kénnen nur als_basische 
Kupfersalze formuliert werden, z. B. OH - Cu - R, wobei R ein Biuretrest 
oder eine Dipeptidgruppe sein kann. Das erkennt man deutlich an dem 
Beispiel der Biuretkupferkomplexe. Stellt man sich eine Kupferbiuret- 
lésung her, in welcher 2 Mol Biuret auf 1 Cu kommt, so ist diese Lésung 
beim Erhitzen unstabil; sie verliert Kupfer als schwarzes CuO und 
zugleich verschiebt sich die Farbe von rotviolett nach rot. Der Vorgang 
ist so zu verstehen, da in der urspriinglichen Lésung ein Hydrolysen- 
gleichgewicht zwischen Biuret-Natrium, basischem Kupferbiuret und 
gesittigtem Kupferbiuret besteht. Dieses Gleichgewicht wird durch 
das Erhitzen im Sinne einer verstiarkten Komplexhydrolyse gestért. 
thes C< 
O C< 


[Hoc 


O° 
N ] Na + H,O 
NH) 


NH, UNC NE 


> Cu(O H), + C c% Na. 


O O 


Es erfolgt eine Abscheidung von Kupferhydroxyd, bis sich das Ver- 
haltnis von: komplexstabilem Kupfer zu Biuret so weit zugunsten der 
Biuretkonzentration verschoben hat, daB nur noch gesattigte Komplexe 
in der Lésung vorhanden sind. In diesem Falle findet man etwa 4 Biuret 
auf 1 Cu in der Lésung. 

Daraufhin eine Kupferbiuretverbindung konstruieren zu wollen, in 
der 1 Kupferatom 4 Molekiile Biuret undissoziiert gebunden halt, ware 
natiirlich verfehlt und die in dieser Richtung gehenden Spekulationen von 
Lieben und Jesserer sind abzulehnen. Es gibt tatsaéchlich nur zwei Biuret- 
kupferverbindungen, namlich die gesattigte mit zwei Biuretmolekiilen und 
die ungesattigte oder basische mit einem Molekiil Biuret. Beide sind 
kristallin erhalten worden, die erste von Schiff, die zweite von Ley. 

Ahnliche Gleichgewichtsbetrachtungen lassen sich mit den Kupfer- 
aminokomplexen anstellen. Um Kupfer durch Glykokoll in Gegenwart 
von Alkali komplex gelést zu halten, braucht man 4 Molekiile Glykokoll 
auf 1 Kupfer. In einer Lésung dieses Verhiltnisses liegen jedoch noch 
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keineswegs gesittigte Glykokollkomplexe vor, wie aus der Intensitats. 
erhéhung der Komplexfarbe hervorgeht, wenn man zu dieser Lésung 
weiterhin Glykokoll zusetzt (Abb. 2). Auch ist die Lésung von 1 Kupfer 
zu 4 Glykokoll nur in der Kalte und nicht beim Erhitzen stabil; sic 
wird aber durch weiteren Glykokollzusatz auch gegen Erhitzuny 
stabilisiert. Eine Absattigung des Kupferkomplexes mit Glykokoll ist 
also nur bei Anwendung eines hohen Glykokolliiberschusses méglich. 
Der anfangs genannte Faktor des Mengenverhiltnisses von Kupfer 
und EiweiBkomponente, der eine Verschiebung der Farbe nach mehr 
blauviolett (im Falle groBer Kupferkonzentrationen) bzw. nach rot- 
violett (im Falle eines EiweiBiiberschusses) bedingt, ist zweifellos auf 
die Bildung basischer Kupferkomplexe im Falle der Anwendung von 
viel Kupfersalz zuriickzufiihren, wahrend sich bei Zugabe von wenig 
Kupfer zu viel EiweiB im wesentlichen gesattigte Verbindungen bilden 
kénnen. 

4. Vergleichende Untersuchung der Kupferkomplexfarbe von Ge- 


latine und ihren Abbauprodukten bei verschiedenem Verhiltnis 
Cu: N. 


Die im vorstehenden auseinandergesetzten Gesichtspunkte lassen 
die Farbanderungen der Biuretreaktion unter den verschiedensten Be- 
dingungen restlos verstehen. Wir wollen ihre Anwendbarkeit zunichst 


auf den Fall iiberpriifen, da8 wir einen EiweiBkérper abbauen und die 
Anderung der Farbe mit fortschreitendem Abbau verfolgen. Es ist 
hierbei nicht nur erforderlich, das Verhaltnis von Kupfer zu EiweiS- 
komponente zu beriicksichtigen, sondern man mu auch die Kupfer- 
konzentrationen der zu untersuchenden Lésungen konstant halten. Denn 
da die Farbe von dem Kupferion ausgeht, so kénnen nur Lésungen 
gleicher Kupferkonzentration miteinander verglichen werden. Dieser 
Hinweis ist notwendig, weil andere Forscher Lésungen gleichen Eiweif- 
gehalts und wechselnder Kupfermengen kolorimetrisch verglichen haben. 
Fir die Versuche wurde Gelatine verwendet und mit Hilfe von Saure 
stufenweise abgebaut. Zur Charakterisierung des erreichten Abbaues 
wurde der Prozentgehalt des freien Aminostickstoffs bezogen auf 
Gesamtstickstoff bestimmt. AuBerdem wurden optische Drehung und 
Gerbstoffallungsvermégen der Abbaustufen bestimmt (Tab. IV). 

Zu dem Abbau der Gelatine ist im einzelnen noch folgendes zu 
sagen : 

Gelatine ist bereits ein abgebauter, stark denaturierter EiweiBkérper. 
Die Gelatine bildet sich aus Kollagen auf Grund einer Hitzeumwandlung 
(Verleimung), nachdem ein geringfiigiger, fiir die Umwandlungsfihigkeit 
in Gelatine jedoch entscheidender hydrolytischer Abbau vorausgegangen 


ist (16). Das wichtigste Ergebnis der Verarbeitung von Kollagen in Gelatine 
ist die Entstehung léslicher, wenn auch immer noch hochmolekularer und 
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Tabelle IV. 





a as Amino- 
Cu-Farbe  stickstoff Optisehe 
Art des Abbaues bzw. Herstellung im nach Drehung Gerbstoffillende 
der Lésung alkalischen yan Slyke [«jP Wirkung 
Milieu ig “I30 
0 


10% ige Gelatinelésung wurde blau- 3,73 — 141 Gerbstoff- 
durch Lésen von 20g Trocken- _ violett fallung, setzt 
gelatine in 200cem H,O sich sofort ab 
hergestellt 
10%ige Gelatinelésung wurde rot- 4,48 |\— 138 Dasselbe 
im Autoklaven bis 150°C er- | violett 
hitzt und abkiihlen gelassen 
10 %ige Gelatinelésung wurde rot- 14,05 —125 Gerbstoff- 
2 Stunden mit n/2H,SO, unter  violett fallung, setzt 
RiickfluB gekocht sich langsamab 
10 %ige -Gelatinelésung wurde violett 2 — 63,7 starke 
mit n/2 H, SO, im Autoklaven Triibung 
bis auf 160°C erhitzt und dann 
abkiihlen gelassen 


10 %ige Gelatinelésung wurde blau- F — 40 sehr schwache 
im Autoklaven mit n\’2H,SO, | violett Tribung 
3 Stunden bei 180°C erhitzt 


10 %ige Gelatinelésung wurde blaugriin ¢ 16,7} Dasselbe 
mit n/2 H,SO, 8 Stunden im 
Autoklaven bei 180° erhitzt 


Die Lésung von 6 wurde 10 Stun- blau 2, — 7,15 
den mit 10 %iger H,SO, unter | 
RiickfluB gekocht 


micellar gebauter EiweiBteilchen aus dem vorher unléslichen Geriistprotein 
Kollagen. Die Gelatine, insbesondere die technisch hochwertige Emulsions- 
gelatine, kommt, was den Zuwachs von Carboxyl- und Aminogruppen durch 
die erwahnte fabrikatorisch herbeigefiihrte Hydrolyse betrifft, dem ver- 
leimten, hydrolytisch jedoch nicht weiter abgebauten Kollagen so nahe, 
daB man beide Stufen des Kollagenabbaues, das verleimte noch unldésliche 
Kollagen einerseits, die lésliche hochwertige Gelatine andrerseits, als gleich- 
wertig ansehen darf. Es sei iibrigens hier erwahnt, daB nach der Auffassung 
von E. Cherbuliez, J. Jeannerat und K.H. Meyer (17) auch bei der eigent- 
lichen Verleimung des Kollagens in bestimmtem Umfange eine hydro- 
lytische Aufspaltung von Peptidgruppen erfolgt. 

Will man die Gelatine abbauen, so kann man auf zwei Wegen vorgehen. 
Die mildeste Form des Gelatineabbaues besteht in einer langeren Exhitzung 
der neutralen Lésung, wobei die Gelatinierbarkeit und Viskositat weitgehend 
herabgesetzt werden. Dieses Verfahren stellt eine Fortsetzung desjenigen 
Prozesses dar, welcher die Gelatine aus dem ,,Leimgut** (d. i. dem gekalkten 
und wieder neutralisierten Kollagen) hat entstehen lassen, ein ProzeB, der 
Versieden genannt wird. In der Technik wird die Wertverminderung der 
Gelatine durch zu langes ausgedehntes Versieden als Umwandlung in 
,Gelatosen‘' gekennzeichnet. Gerngrof (18) nannte diesen Vorgang, bei 
welchem hauptsichlich die physikalischen Eigenschaften, kaum aber die 
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chemischen beeinfluBt werden, Desaggregation. Man kann sich die Dx 
aggregation als allméhliche Auflésung der Gelatinemicellen vorstelle:, 
welche urspriinglich die léslichen Teilchen der Gelatine bilden. Dir 
Micellen sind Biindel von Fadenmolekiilen, welche noch bis zu einem gx 
wissen Grade die Molekiilanordnung der Kollagenfaser beibehalten haben 
Der Zusammenhalt ist teils durch mechanische Verfilzung der Faden 
molekiile, teils durch schwache Assoziationskrafte’ bzw. elektrovalente 
Bindungen bedingt. Es bereitet keine Schwierigkeit, die Lockerung wn 
Lésung dieser lockeren Molekiilbiindel als Aufhebung der genannten Bin 
dungen durch die langdauernde Erhitzung zu verstehen. Bei der Des 
aggregation findet jedoch sicherlich auch ein geringer hydrolytischer Abbau 
von Peptidgruppen statt, der aber im allgemeinen unterhalb der analytischen 
Feststellbarkeit bleibt. Das Endziel der Desaggregierung ist die Bildung 
von einzelnen Fadenmolekiilen, die in ihrer Lange, verglichen mit der 
Lange dieser Molekiile im Zustand der micellaren Biindelung, kaum geandert 
sind. Ein wirksamer Abbau der Fadenmolekiile in kleinteilige Peptide und 
Aminosaéuren kann erst durch eine Saure- oder Alkalihydrolyse bzw. durch 
einen Fermentabbau bewirkt werden. Dieses ist der zweite Weg des Abbaus 
von Gelatine. Geht man von hochwertiger Gelatine aus, statt von einem 
Desaggregat, so wird hierbei die Stufe des Desaggregats gleich iibersprungen. 
Das Desaggregat ist also keine Zwischenstufe eines hydrolytischen Abbaus 
Das am meisten angewandte Mittel fiir die Hydrolyse ist starke Mineral 
saure. Man kocht das Eiwei8 mit seinem sechsfachen Gewicht an Wasse1 
und seinem dreifachen an Schwefelsaure oder mit dem sechsfachen Gewicht 
von 20°,iger Salzséure etwa 20 bis 30 Stunden. Die Schwefelsdure hat den 
Vorteil vor der Salzsiure, daB sie leicht als BaSO, nach der Hydrolyse 
wieder entfernt werden kann. HCl wendet man dann an, wenn zur Auf- 
arbeitung des Hydrolysats in die einzelnen Aminosaurefraktionen die 
Fischersche Estermethode benutzt wird. In unserem Falle war es von 
Nachteil, daB durch die Einwirkung von hochkonzentrierter Schwefelsaure 
die Hydrolysate infolge ausgeschiedener Huminsubstanzen so dunkelbraun 
gefairbt sind, so daB sie erst nach einer Entfarbung mit Tierkohle zur opti- 
schen Untersuchung verwendet werden konnten. Durch diesen Reinigungs- 
prozeB geht aber ein betrachtlicher Prozentsatz des EiweiBes verloren. Um 
diese Schwierigkeit nun nach Méglichkeit auszuschalten, bauten wir die 
Gelatine mit verdiinnter Saure im Autoklaven unter Anwendung von er 
héhtem Druck ab und kamen auf diese Weise zu Lésungen, die einer wesent- 
lich geringeren Reinigung mit Tierkohle bedurften, um zu klaren hellen, 
optisch gut zu untersuchenden Lésungen zu gelangen. Uber die Wirkung 
des Abbaus von Proteinen im Autoklaven erfahren wir Naheres von Ssu- 
dikow (19). 

Die Bestimmung des Abbaugrades durch Messung des sogenannten 
van Slyke-N zeigt sehr deutlich, daB bei bestimmter Hydrolysierzeit das 
erreichbare Ausma8 des Abbaus von der Saurekonzentration im Hydro 
lysenansatz abhaingt. Was die Aufhebung des Reaktionsvermégens de 
Gelatine mit Gerbstoffen durch den Abbau betrifft, so hat man auf diese! 
Grundlage Methoden zur Wertbestimmung von Leim- und Gelatinelésungen 
ausgearbeitet (20). G. Toth (21) hat den Viskositatsabfall von Leim- und 
Gelatinelésungen bei partiellem Abbau im Vergleich mit der gerbstoff 
fallenden Wirkung der Lésungen untersucht. Toth findet, da8B erst bei 
langer dauernder Einwirkung von Saure auf Eiwei8 die Gerbstoffallung 
aufhdért, also erst dann, wenn ein groBer Teil der Peptidgruppen aufgespalten 
ist. Unsere Ergebnisse bestitigen diese Angabe. Die Fallungen wurden 
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ausgefiihrt, indem 10 cem einer | g Stickstoff im Liter enthaltenden Lésung 
mit 5eem einer 3g Tannin im Liter enthaltenden Lésung versetzt wurde. 
Die Fallung oder Priifung bleibt erst dann aus, wenn etwa 50°, der Peptid- 
gruppen (nach Aussage der van Slyke-Stickstoffbestimmung) gespalten sind, 

Die Gelatine und die Abbaulésungen wurden mit Kupfersulfat 
im Verhaitnis Cu: N 1:10, 1:50 und 1:70 versetzt, mit einigen 
cem 2n NaOH alkalisch gemacht und auf eine Konzentration von 
0,15 ° Cu gestellt. Diese Lésungen wurden dann in 1 cm dicker Schicht 
mit dem Stufenphotometer von Zeiss auf die Extinktionen bei ver- 
schiedenen Reinfarben (gefiltertes Licht) untersucht. Aus den Licht- 
durchlassigkeiten wurden die Extinktionswerte berechnet. Die kurven- 
maBige Darstellung der Extinktionswerte, aufgetragen gegen die Licht- 
wellenlangen, gibt die fiir die Farben in jedem einzelnen Falle charak- 
teristischen Lichtabsorptionskurven. Die Ergebnisse der Farbmessungen 
sind aus der Tabelle V und den Abb. 4 bis 10 zu entnehmen. 


Tabelle V. 





Lage des Hohe des 
Molverhialtnis Subjektive Extinktions- Extinktions- 
‘i Farbe maximums maximums 
in mu é 


Nr. der 
Gelatine in omg 
Tabelle IV Cu:N 


1:10 blauviolett 570—560 3,50 
: 50 violett 560—550 3.58 
: 70 violett 550 -- 540 3,46 
(réter werdend) 
210 violett 560— 650 3,2 
: 50 rotviolett 635 —515 3,16 
: 70 rot 515 —500 3,26 


:10 violett 560 — 540 3,12 
:50 rotviolett 525—510 3.65 
: 70 rot 510—490 3,50 


: 10 blauviolett 565 -- 550 2,39 
: 50 rotviolett 530— 520 3.08 
: 70 rot 520—505 3,26 
:10 blau 610-590 1,88 
: 50 violett 560—545 2,62 
: 70 violett 545— 530 2,96 
:10 blau 620 — 600 1,76 
: 50 blaugriin 620 — 600 1,82 
: 70 griin 620 — 600 1,98 
:10 blau 610 —600 1,50 
: 50 blaugriin 610 —-600 1,59 

70 griin 610 — 600 1,66 


Man erkennt, daf der EinfluB des Mengenverhiltnisses sich bei 
den noch biureten Abbaustufen im gleichen Sinne geltend macht: je 
gréBer die EiweiBmenge, um so mehr kommt die rote Komponente der 
Biuretfarbe zum Vorschein, gekennzeichnet durch eine Verschiebung des 
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Abb. 4. Extinktionskurven von Kupfersulfat Abb. 5. Wie Abb. 4, Gelatine von Abbaustufe 2 
+ Gelatine + Alkali. Kupferkonzentration 0,15 %. 
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Abb. 6. Wie Abb. 4, Gelatine von Abbaustufe 3. Abb. 7. Wie Abb. 4, Gelatine von Abbaustute 4 
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Abb. 8. Wie Abb. 4, Gelatine von Abbaustufe 5. Abb. 9. Wie Abb. 4, Gelatine von Abbaustufe 6. 

















Abb. 10. Wie Abb. 4, Gelatine von Abbaustufe 7. 


Extinktionsmaximums ins kurzwellige Gebiet. Vergleicht man aber die 
einzelnen Abbaustufen miteinander, so bemerkt man, da das Mengen- 
verhiltnis Cu : N auf die Lage der Lichtabsorptionskurven bei mittlerem 
Abbaugrad einen sehr viel starkeren EinfluB ausiibt als bei der unabge- 
bauten Gelatine bzw. als bei dem Aminosauregemisch eines vollkommen 
abgebauten Hydrolysats. Die durch die Anderung des Mengenverhaltnisses 
Cu: N bedingte Farbverschiebung ist besonders bei den Abbaustufen 4 
und 5 (Abb. 7 und 8) sehr groB, und zwar ist sie ungefahr ebenso gro 
wie die Farbverschiebung, die bei konstantem Mengenverhaltnis durch 
Anderung des Abbaugrades herbeigefiihrt werden kann. Wir miissen 
diese besonders starke Farbverschiebung bei mittlerem Abbaugrad 
darauf zuriickfiihren, daf hier nur in beschrinktem MaBe Peptid- 
komplexe gebildet werden kénnen, weil ein groBer Teil der Peptid- 
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gruppen aufgespalten ist. Da die Peptidkomplexe stabiler sind als dic 
Aminokomplexe, so bilden sich bei hoher Konzentration des Hydrolysats 
zunachst nur Peptidkomplexe; bei geringerer Konzentration werden 
auch Aminogruppen zur Komplexbildung herangezogen. Auf Grund der 
blauen Farbe iiberdecken diese die rote Farbe der Peptidkomplexe 
nahezu vollstandig. In extremen Fallen kann man lediglich durch die 
Verschiebung des Mengenverhialtnisses Cu: N zu einer Aufhebung der 
Biuretfarbe kommen; die Lésung 4 und 5 ist bei gréBeren Cu-Zusatzen 
scheinbar abiuret. 


Man kann dariiber im Zweifel sein, ob der Ubergang von biureter zu 
abiureter Reaktion bei Abbaustufe 4 oder bei Abbaustufe 5 zu suchen ist. 
Halt man einen rotvioletten Farbton (Absorptionsmaximum bei etwa 
500 mu) fiir das charakteristische Kennzeichen der Biuretreaktion, so liegt 
der Ubergang bei Abbaustufe 4, und zwar zwischen den Ansatzen Cu: N 
= 1:10 und Cu: N = 1: 50. Der an zweiter Stelle genannte Ansatz wire 
als biuretfarben zu bezeichnen, wahrend der andere Ansatz nicht mehr die 
Biuretfarbe aufweist. Nimmt man jedoch als Grenze der Biuretreaktion 
den Ubergang von violett nach reinem blau an, so ware das Verschwinden 
der Biuretfarbe der Abbaustufe 5 zuzuordnen. In diesem Falle waren 
wieder die Ansaétze Cu: N = 1: 50 und 1: 70 als biuretfarben zu bezeichnen, 
wiahrend der Ansatz 1: 10 abiuret genannt werden mu, da er rein blau 
gefarbt ist. 

Erst bei der Abbaustufe 6 erhalt man keinerlei rote Farbkomponente 
in der Kupferkomplexfarbe mehr. Diese Lésung hat also bestimmt als 
abiuret zu gelten. Doch ist man bei dieser Abbaustufe keineswegs am 
Ende der Abbauméglichkeit angelangt, wie die van Slyke-Zahlen der 
Tabelle VIII zeigen. Das Verschwinden der Biuretreaktion kann also 
nicht als Kriterium fiir einen vollstaéndigen Abbau gelten, auch dann 
nicht, wenn man die fiir die Biuretreaktion giinstigsten Bedingungen. 
d. h. einen groBen EiweibiiberschuB gegeniiber Kupfer wahlt (Abb. 9, 10). 


Bemerkenswert ist, daB bei den Abbaustufen 6 und 7 (die iibrigens 
deswegen nicht miteinander direkt verglichen werden kénnen, weil bei 
Abbaustufe 7 ein gréBerer Teil des Proteinstickstoffs in Form von Humin- 
stickstoff durch die Tierkohleentfarbung entfernt werden muBte) neben 
der blauen abiureten Kupferfarbe auch eine griine Kupferfarbe bzw. Uber- 
ginge von blau nach griin auftreten, und zwar dann, wenn man einen 
groBen Stickstoffiiberschu8 zur Anwendung bringt, also unter denjenigen 
Bedingungen, bei denen im Falle des unabgebauten bzw. weniger ab- 
gebauten EiweiSpraparats die Biuretfarbe am reinsten in Erscheinung tritt. 
Diese griine Farbe ist auf eine Komplexbildung des Kupfers mit Prolin 
zuriickzufiihren, die also nur bei geniigendem Proliniiberschu8 deutlich 
wird. 


In den Abb. 11 bis 13 sind die Kurven der urspriinglichen Gelatine 
und der sechs verschiedenen Abbaustufen fiir jedes der drei untersuchten 
Mengenverhiltnisse gesondert aufgetragen. Abb. 11 enthalt die Ergeb- 
nisse der kupferreichen Lésungen (Cu: N = 1:10). Der Kupfergehalt 
dieser Lésungen kommt nahe an den Sattigungswert (s. 8S. 194ff.) heran. 
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Abb. 11. Extinktionskurven der Gelatine— Abb. 12. Wie Abb. 11, Verhiltnis Cu: N = 1:50. 
Kupfersulfat— Alkalilésungen bei verschiedenem 
Abbaugrad der Gelatine. Kupferkonzentration 
t als 0,15%. Die Zahlen bedeuten die Abbaustufen 
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Man erhalt hier einen kontinuierlichen Ubergang der Kurven bei den 
einzelnen Abbaustufen: Mit jeder weiteren Abbaustufe sinkt das 
Maximum der Extinktion. Die Lage des Extinktionsmaximums jedoch 
verschiebt sich nicht, wie zu erwarten, von rechts nach links, sondern 
wandert bei den niederen Abbaustufen zunachst ins mehr kurzwellige 
Gebiet (rechts) und von Abbaustufe 4 ab wieder ins langwellige Ab- 
sorptionsgebiet (nach links). Man sieht also, daB ein gewisser anfanglicher 
Abbau die rote Komponente der Biuretfarbe stirker zum Vorschein 
kommen la8t, als bei unabgebauten Eiwei8kérpern der Fall ist. Dieser 
Tatbestand ist auch bei den anderen Reihen unter Anwendung gréBerer 
Stickstoffmengen bei konstantem Kupfergehalt festzustellen (Abb. 12 
und 13), doch tritt hierbei noch eine weitere Komplikation auf, in- 
dem die Héhen der Extinktionsmaxima nicht kontinuierlich absinken: 
vielmehr verringern sich die Maxima nur beim Ubergang von der 
unabgebauten Gelatine zur Desaggregatstufe. Mit Beginn der eigent- 
lichen Hydrolyse setzt dann merkwiirdigerweise wieder ein Steigen des 
Maximums ein, bei weiterem Abbau findet sodann ein Sinken des 
Maximums zugleich mit einer Verschiebung des Maximums ins lang- 
wellige Gebiet statt. 

Diese Versuche entscheiden die in der Einleitung erwahnte un- 
geklarte Fragestellung zugunsten der Behauptung Alterer Autoren. 
Die ,,Peptone’ haben u. U. eine reinere Biuretfarbe als die weniger 
weit abgebauten Ausgangsstoffe. 

Die einfachste Erklarung hierfiir ist, daB im nativen Protein, aber 
auch in der Gelatine, die Peptidgruppen zum Teil miteinander gitter- 
maBig verankert und fiir die Reaktion mit Kupfer nicht frei sind. 
Fir die strukturierten Proteine wird die Annahme einer gittermaBigen 
Bindung zwischen benachbarten Peptidgruppen parallel orientierter 
Kettenmolekiile nach dem Schema einer Wasserstoffbindung allgemein 
angenommen; daB auch bei Gelatine noch Reste dieser Gitterstruktur 
vorliegen, ist bei der groBen Behutsamkeit, mit der man bei der Gelatine- 
fabrikation vorzugehen pflegt, durchaus méglich. Die ersten Folgen 
eines Abbaus, insbesondere die Folgen einer weiteren Desaggregierung, 
sind also nicht allein eine Spaltung von Peptidgruppen und Freilegung 
von Aminogruppen (die Freilegung von Carboxylgruppen spielt im 
alkalischen Milieu, in dem die Biuretreaktion ausgefiihrt wird, fiir die 
Gestaltung des Kupferkomplexes keine Rolle), sondern auch eine 
Zuginglichmachung von weiteren urspriinglich micellar blockierten 
Peptidgruppen fiir die Komplexbildung mit Kupfer. 


5. Alkalische Kupfer-Proteinlésungen, die mit Kupfer gesittigt sind. 


Der im vorigen Abschnitt naher diskutierte Befund, daB beim 
beginnenden Abbau zunachst eine Verschiebung des Extinktions- 
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maximums ins Gebiet kleinerer Wellenlaingen erfolgt, ist jedenfalls bei 
Gelatine und bei Anwendung der Saéurehydrolyse als Abbaumethode 
sehr wenig ausgepragt. Er allein kann die mit groBer Bestimmtheit 
gemachte Aussage der alteren Autoren, daB ,,die Biuretfarbe der 
Proteine violett, die der Peptone rot‘: sei, nicht rechtfertigen. 


Die Erklarung, die von Lieben und Jesserer fiir diese Angaben 
vorgebracht wird, bezieht sich auf die Farbverschiedenheit der Kupfer- 
farbe, die durch verschiedene Kupfermengen bedingt ist. Danach 
hatten die alteren Autoren stets bei der Biuretreaktion der Proteine 
mehr Kupfer in die Lésung gebracht und daher eine mehr blaue Farbe 
gefunden als bei der Ausfiihrung dieser Reaktion mit Peptonen, wobei 
die Farbe rot ist. Es ist kaum anzunehmen, daB den alteren Autoren 


diese Zusammenhange entgangen sein sollten; bestimmt sind sie be- 
strebt gewesen, den Vergleich dieser Systeme durch Anwendung gleicher 
Kupfermengen zu erméglichen. Nun ware aber denkbar, daB bei An- 
wendung von Kupfersalz im Uberschu8 und Abfiltrieren des nicht- 
komplexgebundenen Kupfers Verschiedenheiten der Aufnahme auf- 
treten, welche bei einem qualitativen Arbeiten natiirlich unbemerkt 


bleiben k6énnen. 

Aus dieser Fragestellung heraus soll naher untersucht werden, 
wieviel Kupfer durch Gelatine und Gelatinehydrolysat gebunden werden 
kann und wie die Farben dieser Lésungen bei Sattigung mit Kupfer 
sind. Nach Lieben und Jesserer ist die Grenze der Kupferaufnahme 
durch alkalische Proteinlésungen bei allen Proteinen und Protein- 
abkémmlingen die gleiche: eine 0,5°,ige EiweiBlésung kann maximal 
0,06 ° Cu aufnehmen. Die genannten Zahlen erhielten diese Autoren 
beim Zugeben von Kupfersulfat im Uberschu8 zu der alkalischen 
Proteinlésung, wonach der ungeléste Anteil an Cu(OH), abfiltriert 
wurde. Rechnet man das Verhaltnis von Eiweif zu Kupfer auf das 
Verhaltnis Kupfer zu Stickstoff um, so ergibt sich hier unter Zugrunde- 
legung des Stickstoffgehalts der Gelatine ein Verhaltnis Cu: N = 1: 7. 

Tatsachlich sind die gekupferten Proteinlésungen u. U. etwas kupfer- 
reicher (Cu: N = 1: 6), als Jesserer und Lieben angeben. Diese Autoren haben 
nicht beriicksichtigt, daB beim Abfiltrieren des iiberschiissig zugegebenen 
Kupfers in der Form von Kupferhydroxyd ein bestimmter Bruchteil des 
Proteins der Lésung mit in den Niederschlag gerat. Eine nahere Unter- 
suchung hat gezeigt, daB das iiberschiissige Hydroxyd in seinem Adsorp- 
tionsverhalten gegeniiber EiweiB nicht nur davon abhangig ist, wieviel 
Adsorbens Cu(OH), in der Lésung vorhanden ist, sondern auch davon 
abhangt, wieviel Alkali sich neben dem Hydroxyd in Lésung befindet. Je 
alkalischer die EiweiBlésung, um so weniger ausgeprigt ist die Adsorption 
und umgekehrt. 

Man darf daher den EiweiBgehalt der Cu-Proteinlésung nicht gleich 
demjenigen der urspriinglichen Proteinlésung ansehen, sondern mu8 ihn 
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Tabelle VI. 





Molverhiiltnis 

Adsorbierte Cu:N der an 

N-Menge in 9/9 Cu gesittigten 
Lésungen 


| 








10 ccm anhydrierte Gelatine 10,1 1: 6,15 
+5cem 2n NaOH + 2ccm 
10 %ige CuS O,-Lésung 
+5cem 10 %ige CuSO,-Lésung 16,6 : 6,38 
+ 10 ccm 10 %ige CuSO,-Lésung 25,4 : 6,72 
+10 cem 10 %ige CuSO,-Lésung 19,1 : 6,30 
+10ccm 2n NaOH 


+10ccm 10 %ige CuS O,-Lésung 17,9 : 6,04 
+ 10cem 40 %ige Lésung 


in der von iiberschiissigem Cu(OH), abgetrennten Lésung besonders er- 
mitteln. 


Man kann jedoch auch noch auf andere Weise Kupfer-Protein- 
lésungen erhalten, indem man Eiweif8 und Kupfersalz zusammengibt 
und erst dann Alkali zusetzt. Auf diese Weise kénnen viel kupfer- 
reichere Lésungen erhalten werden. Der Grenzwert der Sattigung mit 
Kupfer liegt in diesem Falle bei 1 Cu:2,38N. Wendet man noch 
gréBere Kupfermengen bei konstanter EiweiBkonzentration an, so 
erhalt man auch bei dieser Arbeitsweise eine Fallung von Cu(OH), 
Diese mit Kupfer gesattigten Gelatinelésungen der zweiten Herstellungs-. 
art sind allerdings nicht stabil, sie sind also nicht als gesattigt, sondern 
besser als iibersaittigt zu bezeichnen. Bei Zimmertemperatur beginnt 
nach etwa 12 Stunden von dem Herstellungszeitpunkt an eine langsame 
Abscheidung von Cu(OH),; bei Erwarmen erfolgt die Abscheidung 
schon friither. Die Stabilitatsdauer der kupferiibersattigten Lésungen 
hangt aber auBer von der Temperatur auch noch von dem Grad der 
Ubersattigung an Kupfer und weiterhin von der Alkalimenge ab, die 
man dem System Eiweif-Kupfersalzlésung zugibt. Je gréBer der 
Alkaliiiberschu8, um so schneller stellt sich die stabile Endform unter 
Cu(OH),-Abscheidung ein. 

Um dieses naher zu zeigen, wurde folgende Versuchsreihe angesetzt: 
5 ccm einer 1 °,igen Gelatinelésung wurden mit einer eingewogenen und so 
bemessenen Cu 8 O,-Menge versetzt, daB nach Zugabe von 10 cem 2 n NaOH 
eben kein Niederschlag eintrat. Die blauviolette Lésung blieb héchstens 
1 Minute klar und triibte sich danach. Bei Zugabe verdiinnterer Alkali- 
lésungen verlaingert sich die Stabilitatsperiode und der Beginn der Ab- 
scheidung der Ausflockung verzégert sich entsprechend, 


Wenn der unstabil vom Protein in Lésung gehaltene Anteil von 
Cu(OH), abgeschieden ist, dann ist die Proteinlésung in Farbe und 
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Tabelle VII. 





Alkalikonzentration 


A 
Md 


1 

2 2n : “7 + 8 ’ 
3 2n ‘ +7 

4 2n +6 
5 2n +65 
Gy Be +4 
7 2n +3 
8 2n +2 
9 2n +1] 
0 2n +0 


COV OND WIR 


] 


os 


eom 2n NaOH +9cem H, 


wns Zeit, nach der sich ein 
Zeit, nach der eine grobflockiger 


Tribung auftrat Niederschlag absetzte 


O | etwa 30 Minuten 4 Stunden 
” ” 15 > 
” 10 ” 2 
die Triibung 
war um 80 
stirker, je 
gréBer die 
Alkalikonzen- 
tration 
etwa 1 Minute 


Cu-Gehalt gleich der Cu-Proteinlésung, die vor der Kupferzugabe 


Alkali enthielt. 


Tabelle VIII. 








Cu-Gelatinelésung 


= 

1 T Alkali nachtrigiich zugegeben 

2 || Lésung nach Abscheidung der 
| abil gebundenen Cu-Menge 


3. Alkalizugabe vor der Cu-Zugabe 


Lage des 
Subjektive Molverhilt nis Extinktions- 
Farbe Cu: N maximums 
in mu 


blauviolett | 1:2,38 | 680—560 
blauviolett | 1:6,2 560—540 


blauviolett 1: 6,0 560—540 


Wie die Lichtabsorptionskurven (Abb. 14) zeigen, ist die Lésung, 
welche zum Teil Kupfer in unstabiler Form enthalt, mehr blau und 


weniger intensiv gefarbt als die 
bundenem Kupfer. Das Maxi- 
mum der Kurve liegt im ersten 
Falle bei 570 my, und zeigt eine 
halb so groBe Extinktion als 
das Maximum im zweiten Falle, 
in welchem es bei 550 my zu 
liegen kommt. Die _ beiden 
Kurven sind von Lésungen 
gleichen Kupfergehalts (und 
dementsprechend _ungleichen 
EiweiBgehalts) aufgenommen 
(0,05 %ige Lésung in bezug auf 
Cu). Da die Intensitat der 
Kupferfarbe nur dann groB ist, 


Lésung mit ausschlieBlich stabil ge- 
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Abb. 14. Vergleich der Extinktionskurven von 
Gelatine — Kupfersulfat — Alkalilésungen bei 
Kupfersittigung (stabil gebundenes Kupfer) 
und Kupferiibersittigung (labil gebundenes 
Kupfer) Kupferkonzentration in beiden Fiillen 
0,05%. 





wenn Cu sich in komplexer Bindung 


befindet, so geht aus der geringen Extinktion der zweiten Kurve her- 
vor, daB ein Teil des Kupfers nicht komplexgebunden sein kann. Dieser 
Anteil ist offenbar identisch mit dem labil gebundenen Anteil, der nur 
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durch das Eiwei8 infolge einer Art Schutzkolloidwirkung fiir einige 
Zeit suspendiert wird und an der Koagulation zu sedimentierbaren 
Flocken gehindert wird. 


Nimmt man unter diesen Herstellungsbedingungen der Kupfetproteir 
lésung die Farbkurven der blauen und roten Komponenten der Biuretfat}e 
durch Bestimmen der Extinktionen von Gelatinelésungen gleichen N-Gehalts 
aber steigender Cu-Menge mit den Filtern F 72 (rot) und F 47 (blau) auf, 
in der Weise wie Jesserer und Lieben vorgegangen sind, so erhalt man fiir 

die rote Komponente von einer he 

Ala stimmten Zugabe von CuSO, an einen 

| of 4 konstanten Wert (Abb. 15), wahrend 

7 Fay (lau), rote Kom Jesserer und Lieben stets eine gerad- 

3 ponente"| linige Zunahme der Farbkurven de: 

frp (rot) beiden Komponenten beobachtete. 

ue Komponee? «=o anschaulich auch die Aufteilung 

der Komplexfarbe in zwei extrem ge- 

+s—-e farbte Teilkomponenten zu sein 
-* ; ‘tc palgp 

scheint, so ist diese Vereinfachung 

doch in verschiedener Hinsicht irre 

a fithrend. Verfolgt man namlich die 

Tropfen 10% ige CuS0,-Lésung Anderung der Extinktion bei F 72 

; ia vi . RSS bzw. F 47 an Lésungen gleichen Kupfer- 
Abb. 15. 1%ige Gelatineldsung mit 5%iger | we b : ‘al 
Kupfersulfatlésung tropfenweise versetzt und &© alts (vgl. A site 4), so sieht man, 
dann alkalisch gemacht. Extinktionen bei Vor- da eine Verschiebung des Verhiilt 
schalten der Filter 47 (blau) ney gen a (rot). nisses Cu: N im Sinne eines starkeren 
Jie gestrichelten Kurven si or Arbeit v im ; Ri es . 
Die gestrichelten Kurven sind der Ar vent on t berwiegens von Cu gegeniiber Ei- 
Lieben und Jesserer entnommen und beziehen ‘ : ip . as 

sich auf Caseinlésungen. weiB ein Sinken der Farbstarke der 

roten Komponente (und nicht wie 

bei Jesserer und Lieben ein Steigen) bedingt. Man mu bei dem Vergleich 

derartiger Lésungen also die Kupferkonzentration konstant halten, da ja die 

Farbstarke und der Absorptionsverlauf der Kupferfarbe hier zum Vergleich 
herangezogen wird. 














6, EinfluB des Abbaus der Proteine auf die Sittigung mit Kupfer. 


Gelatine wurde durch Kochen der neutralen Lésung desaggregiert, 
bzw. mit n/10 H,SO, schwach hydrolysiert und auf die Grenzzah| der 
aufnehmbaren Kupfermenge untersucht. Zu diesem Zweck wurde die 


Tabelle IX. Zugabe von Kupfersuifat zu alkalischen 1 °,igen 
Gelatinelésungen verschiedenen Abbaugrades (gesattigte Cu- 


Lésung). 





Lage des 
Subjektive Molverhiltnis Extinktions- 
Farbe Cu:N maximums 
in mu 


Vorbehandlung 


~— blauviolett : 5,8 560 — 550 

24 Std. desaggregiert violett : 6,3 555 — 545 

24 Std. hydrolysiert mit blau, etwas zu 26.77 590 — 580 
n/10 H,SO, unter RiickfluB | violett hinneigend 

3 mal 24 Std. hydrolysiert blau : 5,6: 615 — 605 
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Tabelle X. Zugabe von Alkalizuneutraler Kupfersulfat-Gelatine- 
Lésung (iibersattigte Cu-Lésung). 





Molverhiltnis Lage des 
Subjektive Cu:N Extinktions- 
Farbe hei maximaler maximums 
Kupferzugabe in mu 


Vorbehandlung 


~ blauviolett 1:2,3 580 — 560 

24 std. desaggregiert blauviolett 1:3,6 575 —565 

24 Std. hydrolysiert blau, etwas zu 1: 5,38 590 — 580 
violett hinneigend 

3mal 24 Std. hydrolysiert blau 1 : 5,68 610 — 600 


Biuretprobe einmal unter Anwendung von KupferiiberschuB und 
Abfiltrieren des nichtkomplexgebundenen Kupferhydroxyds hergestellt 
(Tabelle IX) und ein zweites Mal unter Zugabe bestimmter Kupfersalz- 
mengen zu neutraler Lésung und darauffolgendem Alkalizusatz (Tabelle X). 

Es zeigt sich hierbei, daB durch den Abbau der Gelatine die Méglich- 
keit der Ubersattigung mit Kupfer aufgehoben wird. 

Zur Aufhebung der Bindung von unstabilem Kupfer ist allerdings 
eine Desaggregierung noch nicht ausreichend. Wir kénnen daraus 
schlieBen, daB die Ubersattigung nicht lediglich auf einer Suspendierung 
von kolloidverteiltem Kupferhydroxyd in den Molekularzwischenraumen 
der Gelatinemicellen beruht. Nicht so sehr der micellare Aufbau der 
Gelatineteilchen als vielmehr die MolekiilgréBe und Form als solche 
(Kettenmolekiile) muB als die Hauptbedingung fiir das Zustande- 
kommen der Ubersittigung angesehen werden. Hiermit steht auch in 
Ubereinstimmung, daB8 sich Eialbumin mit Kupfer iibersattigen laBt: 
bei diesem Eiweifkérper ist eine micellare Struktur der in Lésung 
befindlichen Teilchen nach dem bisherigen Stand unserer Kenntnisse 
nicht anzunehmen. 

Die Lésungen 1 und 2 der Tabelle X sind, wie das Verhaltnis 
Kupfer zu Stickstoff anzeigt, iibersattigt und daher unstabil. Die 
Lésung 2 als die weniger stark iibersittigte zeigt dementsprechend eine 
langere Stabilititsperiode als die Lésung 1. Von Lésung 3 ab, die eine 
langere Saurehydrolyse erhalten hat, sind die Kupfergehalte der Lésungen 
gleich denjenigen, die auf die andere Weise hergestellt sind. 

Diese Versuche zeigen, daB nur bei unabgebauten bzw. wenig 
abgebauten EiweiBkérpern eine Ubersattigung mit Kupfer méglich ist, 
nicht aber bei héheren Abbaustufen (,,Peptone’‘). Da die mit Kupfer 
iibersittigte EiweiBlésung ein sehr blaustichiges Violett aufweist, so 
ergibt sich die Méglichkeit, mit unabgebauten EiweiBkérpern viel blau- 
stichigere Kupferfarben zu erhalten als bei abgebauten, wenn man bei 
Anstellen der Biuretreaktion Alkali zuletzt zugibt. 

Die vorstehend mitgeteilten Versuche wurden an Gelatine aus- 
gefiihrt. Es erhebt sich die Frage, ob die gefundenen Gesetzmabig- 
keiten auch auf andere EiweiSkérper iibertragbar sind. 
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7. Die Farben von Kupferproteinlésungen bei verschiedenen Eiweil- 
kérpern. 


Lieben und Jesserer kamen zu dem Ergebnis, daB alle EiweiBkérper 
und Abkémmlinge derselben, wie Peptone, desamidierte Proteine usw., 
gleiche Farbstirke und eine gleiche Sattigung an Kupfer (bei Zugabe 
der Kupferlésung zu alkalischer Proteinlésung und Abtrennen des 
iiberschiissigen Kupferhydroxyds) aufweisen. Bei genauerer Unter. 
suchung findet man jedoch Verschiedenheiten zwischen den Biuret- 
farben der einzelnen Proteine. 
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Abb. 16. Extinktionskurven von Kupfersulfat— Abb. 17. Extinktionskurven von Kupfersulfat— 
Eialbumin—Alkalilésungen. Casein—Alkalilésungen. 
Versuchsanordnung wie bei Abb. 4. Versuchsanordnung wie bei Abb. 4. 
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Abb. 18. Extinktionskurven von Kupfersulfat—Biuret—Alkalilésungen. 
Versuchsanordnnng wie bei Abb. 4. 
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Vergleicht man die Lichtabsorptionskurven der Systeme Kupfer- 
Eialbumin, Kupfer-Gelatine und Kupfer-Casein, so sinkt die Hohe der 
Extinktion im Maximum bei den drei EiweiBkérpern in der genannten 
Reihenfolge etwas; auch sind die Maxima bei Eialbumin und Casein 
bei etwas kiirzeren Lichtwellenlangen gelegen als bei Gelatine (Abb. 16, 
17 u. vgl. dazu Abb. 4). Zum Vergleich geben wir die Ergebnisse 
einer analogen Untersuchung mit Biuret wieder (Tab. XI, Abb. 18). 


Tabelle XI. 0,15°% Cu. 





Lage des Hohe des Maxi- 
Reaktions- " Molverhaltnis Subjektive Extinktions- mums des 
partner des Cu bs ig Cu: N Farbe maximums Extinktions- 
in mu koeffizienten 


:10 blauviolett 560— 550 3,26 
: 60 violett 540— 530 3,30 
: 70 rotviolett 530—520 3,18 
:10 violett 555-545 3,58 
: 50 rotviolett 540—530 3,58 
: 20 rotviolett 530— 520 3,66 


25 rotviolett 535—515 1,00 
:10 rot 510—490 1,18 
: 50 rot 510—490 1,21 


Casein 
Eialbumin 


Biuret 


One WHF Wr 
ee 


Was die Sattigung an Kupfer betrifft, so zeigt sich, daB die alkalische 
Casein- und Eialbuminlésung mit Kupfersalzlésung versetzt, nicht den 
gleichen Sattigungsgrad aufweisen wie eine alkalische Gelatinelésung. 


Tabelle XII. 





Verhialtnis Cu: N 


EiweiBkérper bei Siittigung 


Gelatine 
Casein 
Eialbumin 


Bei Casein, das mit Alkali gelést werden kann, 1a8t sich ein Uber- 
sittigungsversuch in der Art, wie er bei Gelatine durchgefiihrt wurde 
(Versetzen der neutralen Lésung mit neutralem Cu-Salz und dann 
Alkalizugabe), nicht anstellen. Bei Eialbuminlésungen fiihrt er zu sehr 
kupferreichen Lésungen (Cu: N = 1: 1,25), die jedoch nicht, wie bei 
Gelatine, nach kiirzerer oder langerer Zeit Cu(OH), abscheiden, sondern 
die gesamte Kupfermenge in stabiler Lésungsform enthalten. Die 
Unterscheidung zwischen stabil und labil gebundenem Kupfer ist also 
in diesem Falle nicht méglich. Gibt man noch gréBere Kupfersalz- 
lésungen zu der Eierklarlésung, so erscheint das iiberschiissig in der 
Lésung enthaltene Cu(OH), als fein verteilte und filtrierbare Triibung. 
Gibt man schlieBlich so viel Kupfersalz zu, daB Cu(OH), in abfiltrier- 
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barer Form ausfallt, so halt dieser Niederschlag beim Filtrieren seiner. 
seits den gréBten Teil des Proteins so festgebunden, daB das Filtrat 
sehr stark an EiweiB verarmt ist. 

Man sieht also, daB bei der Reaktion der EiweiBkérper mit Kupfer- 
salzen in alkalischer Lésung qualitativ und quantitativ Verschieden- 
heiten der einzelnen Proteine auftreten, die sich im einzelnen nicht er- 
klaren lassen, da unsere Kenntnisse iiber die Unterschiede der genannten 
Proteine in bezug auf Aminoséurezusammensetzung, Bau der Makro- 
molekiile und Bildung iibermolekularer Assoziationsformen (Micellen) 
noch zu ungeniigend sind. 

Vergleicht man jedoch das Verhalten dieser verschiedenen Proteine 
gegeniiber Kupfer und Alkali mit dem Verhalten des Biurets, so erkennt 
man, da die Proteine gegeniiber dem sehr abweichenden Biuret doch 
eine recht gute Ubereinstimmung aufweisen. Das zeigen am besten 
die Lichtabsorptionskurven der Cu-Biuretlésungen, die bei gleichem 
Kupfergehalt eine nur halb so groBe Extinktion im Absorptions- 
maximum aufweisen als die Kurven der Proteine (Abb. 18). Auch 
liegen die Maxima im Gebiet kleinerer Lichtwellenlangen. Die Farbe 
der gekupferten Proteinlésung als Biuretfarbe zu bezeichnen, erscheint 
auf Grund dieser quantitativen Messung nicht sehr angebracht; aller- 
dings wird man an dem einmal eingefiihrten Sprachgebrauch nichts 
mehr andern k6énnen. 


8. Gelb gefiirbte Kupfer-Gelatinelésungen. 


Eine weitere Besonderheit der Gelatine gegeniiber Casein und 
Eialbumin zeigt sich, wenn man zu den mit Kupfersulfat versetzten 
Gelatinelésungen nur Alkali bis zu einem py-Wert von 8,5 bis 10 zugibt, 
das iiberschiissige Cu(OH). abfiltriert und dann erhitzt. Man erhalt 


Tabelle XIII. 





Veriinderung 
beim Kochen 


Verhiiltnis 


Cu:N Farbe 


Loésung Pu- Wert 


10 cem 1 %ige Gelatine- 8,5 1: 9,1 hell- gelb 
lésung +- einige Tropfen violect 
2n NaOH 
einige Tropfen 10 1: 7,65 blau- = gelb, Ausschei- 
2n NaOH violett dung von kol- 
loidal geliéstem 
CuO 


+zeem 2n NaOH stark 1:6,9 rot, unter 
alkalisch Ausscheidung 
von CuO 


4 2cem 40 %ige NaOH | dasselbe | 1: 6,1 | dasselbe 
+ 5cem 40 %ige NaOH 9 1:6,2 ” 
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dabei namlich eine rotgelbe (in verdiinnter Lésung gelbe) Komplex- 
farbe der Kupfer-Gelatinelésung, waihrend vor dem Kochen die Lésung 
eine violette Farbe hatte. Gibt man aber zu der hellvioletten noch nicht 
gekochten Lésung noch mehr Alkali zu, so bleibt dann beim Kochen 
die normale Biuretfarbe bestehen. 

Gibt man Alkali zu, nachdem die Lésung vorher unter dem EinfluB 
der Erhitzung die gelbe Farbe angenommen hat, so bleibt die gelbe 
Komplexfarbe bestehen, wird aber beim erneuten Erhitzen starker nach 
rot verschoben. Der Kupfergehalt der auf oben beschriebene Weise 
hergestellten Kupfer-Gelatinelésung ist durch das Verhaltnis Cu: N 
= 1:9,1 gekennzeichnet, d.h. die Lésung ist kupferirmer als bei 
Anwendung eines Alkaliiiberschusses. Man kann jedoch derartige gelbe 
Lésungen auch mit dem gew6éhnlichen Sattigungswert der Gelatine- 
lésung an Kupfer herstellen (Cu: N = 1:6,0). Man geht zu diesem 
Zwecke von einer normalen Gelatine-Kupfer-Alkalilésung aus, die mit 
KupfersulfatiiberschuB8 und AlkaliiiberschuB hergestellt wurde und 
stumpft sie auf py = 8,5 bis 9 ab. Sie hat dann eine mehr blaue Farbe, 
die beim Kochen sehr schnell (schneller als beim Kochen der direkt 
hergestellten Lésungen von py = 8,5 bis 9) gelb wird. Die gelben 
Lésungen sind in beiden Fallen schwach getriibt, was auf eine Aus- 
scheidung von CuO zuriickzufiihren ist. Casein und Eialbumin eignen 
sich nicht, um die gelben Kupferkomplexlésungen herzustellen. Die 
Lésungen dieser Proteine zeigen unter den angegebenen Bedingungen 
keine wesentliche Farbverschiebung. 

Andererseits findet man beim Erhitzen kupferreicher Casein- bzw 
Eialbuminlésungen eine Abscheidung von rotem Kupferoxydul, die auf 
Reduktion des komplexgebundenen Kupfers durch die Zuckerbestand- 
teile in diesen Proteinen bedingt ist. Beim Casein wird auferdem noch 
komplex-gebundenes Kupfer beim Erhitzen als CuO abgeschieden. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden vergleichend die Farben von alkalischen Kupfer- 
proteinlésungen untersucht; die bei Anderung des Verhiiltnisses Cu : N 
und bei fortschreitendem Abbau auftretenden Farbverschiebungen 
werden auf die Bildung verschiedener Typen von Kupferkomplex- 
verbindungen zuriickgefiihrt. 

2. Fiir das Auftreten der Biuretfarbe (rot) ist das Vorliegen zweier 
benachbarter Peptidgruppen erforderlich. Daneben kénnen _freie 
Aminogruppen von Proteinen oder Proteinabbauprodukten bis herunter 
zu Aminosduren Kupfer in Form von Aminokomplexen stabilisieren. 
Es entstehen hierbei blaue Kupferlésungen. Unter den Bedingungen 
der Biuretreaktion kénnen beide Komplextypen gleichzeitig auftreten, 
wobei entsprechende Mischfarben entstehen. 
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3. Das in alkalischer Lésung durch die genannten Gruppen stabili- 
sierte Cupriion ist nur bei geniigendem KonzentrationsiiberschuB der 
genannten Komplexbildner an diesen Gruppen abgesattigt. Es kann 
aber auch als basischer Komplex vollkommen oder fiir eine bestimmte 
Zeit stabilisiert erscheinen. Auch der Sattigungsgrad der Kupfer- 
peptidkomplexe ist von EinfluB auf die Biuretfarbe. 

4. Der Maximalwert einer durch eine bestimmte Proteinmenge 
stabilisierbaren Menge von Cupriionen ist von der Zusammengabe der 
Komponenten abhiangig. 
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Uber die Zuckerbilanz in Weizenmehlteigen. 
Von 


P. Pelshenke, A. Rotseh und H.-J. Koeber. 


(Aus dem Institut fiir Baickerei der Reichsanstalt fiir Getreide-Verarbeitung 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 1, August 1940.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Untersuchungen iiber den Verbrauch an vergirbarem Zucker wie 
auch iiber das Verhalten der einzelnen Zuckerarten (Glucose, Maltose, 
Saccharose) bei Zusatz zum Weizenmehlteig wurden von verschiedenen 
Forschern durchgefiihrt. Uber die bisher bekanntgewordenen Ergeb- 
nisse berichtet N. Kosmin (1) zusammenfassend in ihrem Werk ,,Das 
Problem der Backfahigkeit‘‘. Wie die Autorin jedoch selbst erwahnt, 
blieben diese Versuche bisher mehr oder weniger unvollstandig, da die 
Untersuchung des Teiges wegen der chemisch und physikalisch auBerst 
komplizierten Beschaffenheit des Substrats schwierig und die Unter- 
suchungsmethodik unvollkommen ist. Meist begniigte man sich mit 
der volumetrischen Bestimmung der bei der Teiggirung entwickelten 
CO.,-Menge und berechnete daraus die vergorene Zuckermenge nach der 
bekannten Gay-Lussacschen Gleichung CgH,.0, = 2C,H;OH + 2COz, 
wobei wegen der etwa 5°% betragenden Nebenprodukte der Garung ein 
Korrektionsfaktor angewandt wurde. Derartige Untersuchungen ver- 
mégen jedoch keinerlei AufschluB iiber die Art des vergorenen Zuckers 
zu geben und kénnen daher tiber das Verhalten der einzelnen im Mehl 
bzw. Teig enthaltenen Zuckerarten nichts aussagen. Auch die Be- 
stimmung des Reduktionsvermégens vor und nach der Inversion vermag 
noch keine Klarheit iiber die tatsichlich vorliegenden Verhiltnisse zu 
bringen, da der girende Teig sowob] Monosaccharide (Glucose, Fructose) 
als auch reduzierende Disaccharide (Maltose) enthalt, deren Mengen- 
verhaltnis wegen der mit ihrer Trennung verbundenen Schwierigkeiten 
bisher nicht bekannt war. Da jedoch fiir die wirtschaftliche Seite der 
Brotbereitung die Frage, wie groB der Verbrauch der Hefe an den 
einzelnen girfahigen Zuckerarten und die in der Zeiteinheit umgesetzte 
Zuckermenge ist, von nicht geringer Wichtigkeit ist, wurde in der vor- 
hegenden Arbeit versucht, dieses Problem umfassender und eingehender 
zu erforschen, als dies bisher geschah. Hierzu war auch notwendig, 
neben den chemischen Untersuchungen Backversuche anzustellen, um 
die analytisch gewonnenen Erkenntnisse auch auf ihre backtechnische 
Bedeutung zu priifen. 
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Die Umsetzungen der Kohlenhydrate bei der Teiggarung sind durch, 
weg enzymatischer Natur, wobei es sich nicht nur um die Wirkunge: 
einzelner Enzyme, sondern um die Tiatigkeit von Enzymgruppen 
handelt, deren Einzelkomponenten zum Teil noch unbekannt sind oder 
noch nicht isoliert wurden. Immerhin lassen sich vier verschiedene 
Enzymreaktionen feststellen, auf die die Veranderung der Kohlenbydrate 
des Teiges im wesentlichen zuriickzufiihren ist. Es handelt sich hierbei 
teilweise um die Titigkeit der Mehlenzyme, teilweise um die der Hefe- 
fermente. Nach den bisherigen Anschauungen nahm man an, dab die 
Getreidestirke durch die Amylasen in Dextrine und Maltose abgebaut 
wird, die letztere dann durch die Maltase der Hefe in Glucose zerlegt 
und diese schlieBlich durch die Hefezymase in Alkohel und Kohlensaure 
gespalten wird. Auch die im Mehl enthaltene oder kiinstlich zugesetzte 
Saccharose soll vor der Vergiérung durch das ebenfalls in der Hefe ent- 
haltene Ferment Invertase oder Saccharase in Glucose und Fructose 
zerlegt werden. Allerdings wurde auch die Ansicht vertreten, da{ 
Saccharose und Maltose unter Umstanden auch direkt vergarbar sind (2). 

Das Studium dieser verschiedenen Enzymreaktionen erfordert die 
mengenmaBige Bestimmung der umgewandelten oder auch der nicht 
umgesetzten Substanzen. Da sich diese in gewissen Fallen in chemischer 
und physikalischer Beziehung nur wenig unterscheiden, bei einigen 
Reaktionen (Maltase, Saccharase) auBerdem zum Teil die gleichen 
<ndprodukte auftreten, stoBen derartige Untersuchungen, bei denen es 
sich um die Abgrenzung der verschiedenen gleichzeitig verlaufenden 
Vorginge handelt, auf erhebliche Schwierigkeiten, um so mehr, als die 
Konzentration der Reaktionsprodukte so gering ist, daB beispielsweise 
polarimetrische Messungen ausgeschaltet werden miissen. Bei der 
Uberpriifung der zur Verfiigung stehenden chemischen Verfahren er- 
wiesen sich schlieBlich die Kupfer-Reduktionsmetheden in ihren ver- 
schiedenen Modifikationen fiir die Trennung der Zuckerarten am brauch- 
barsten, weshalb sie in der bei den Teiguntersuchungen angewendeten 
Arbeitsweise beschrieben werden sollen: 

1. Fiir die Bestimmung der Maltose konnte nicht die sonst tibliche 
Bestimmung der Rohmaltose verwendet werden, wie dies z. B. bei 
der Methode nach Bertrand (3) geschieht, oder das kolorimetrische 
Verfahren nach Berliner und Schmidt (4) benutzt werden, da diese 
Metheden auf die Anwesenheit von Monosen keine Riicksicht nehmen. 
Es war hier eine Bestimmung der Maltose neben Glucose und Fructose 
notwendig, wozu noch als weitere Erschwerung die gleichzeitige An- 
wesenheit von Dextrinen kam. Deshalb konnten auch Methoden, die 
auf der Hydrolyse der Maltose mit starken Mineralséuren oder der 
durch Oxydation aus ihr entstehenden Maltobionsdure beruhen, nicht 
angewendet werden, da bei dem zur Aufspaltung notwendigen lingeren 
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Erhitzen auch die Dextrine hydrolysiert und weitgehend abgebaut 
worden waren. Einen Ausweg aus dieser Schwierigkeit bot schlieBlich 
die Barfoedsche Reaktion, und zwar in der Modifikation nach Steinhoff, 
die wiederum von Sichert und Bleyer (5) durch Verwendung der oxy- 
dimetrischen Permanganattitration unter Benutzung eigens aufgestellter 
Tabellen verbessert wurde. Es zeigte sich jedoch, daB die Methode nur 
brauchbare Resultate gibt, wenn auBer Glucose kein anderes Mono- 
saccharid vorliegt. Bei Anwesenheit gréBerer Mengen Fructose oder 
Invertzucker ist sie nicht anwendbar, da die Steinhoffsche Lésung 
durch Fructose starker reduziert wird als durch Glucose, wie aus der 
graphischen Darstellung Abb. 1 hervorgeht, und auBerdem die gleich- 
zeitige Reduktion durch Glucose und Fructose keineswegs additiv 
verlauft, wie durch eine Reihe von 


Versuchen festgestellt wurde. Durch = 





das vollig undurchsichtige Ergebnis 
der Barfoedschen Reaktion wird 
naturgemaB in diesem Fall auch 
der Maltosewert nach Sichert und 
Bleyer zweifelhaft, da er ja aus 
der Differenz der Reduktionen von 
Fehlingscher und Barfoedscher Lé- 
sung bestimmt wird. Eine Méglich- 
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Hef | ‘ ‘ 1 Abb. 1. Reduktion von Steinhoff scher 
efemaltase zu spa ten und die Lésung durch Glucose und Fructose. 


Fehlingschen Reduktionswerte vor 

und nach der enzymatischen Hydrolyse zu bestimmen. Dieses Ver- 
fahren setzt jedoch ein wirksames Maltasepraparat voraus, das wegen 
der raschen Zersetzung derartiger Enzymlésungen fiir jeden Versuch 
frisch bereitet und mit einer Standard-Maltoselésung gepriift werden 
miiBte. 

Offen bleibt dann immer noch die Bestimmung der Glucose, die 
héchstens (als Differenz) aus der direkten Reduktion der Fehlingschen 
Lésung nach Abzug des auf Maltose und Fructose entfallenden Anteils 
gefunden werden kénnte, doch ware dieser Wert ziemlich unverlaflich, 
da auch die Reduktion Fehlingscher Lésung bei Anwesenheit mehrerer 
reduzierender Zucker nicht streng additiv verliuft. Somit scheint eine 
verlaBliche Kontrolle der Maltase- und Saccharasetatigkeit bei gleich- 
zeitigem Verlauf mit den derzeitigen Methoden kaum méglich zu sein. 
Es zeigte sich jedoch bei den verschiedenen Teiguntersuchungen, da 
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diese Schwierigkeiten nur in einem Fall auftreten, wenn namlich dem 
Teig eine gréBere Saccharosemenge kiinstlich zugesetzt wurde. In allen 
anderen Fillen, bei denen also nur die primare Saccharose des Mehles 
vorhanden war, wurde in keinem Falle mit Ostscher Lésung freie Fruc- 
tose gefunden, so da’ angenommen werden muBte, daB entweder eine 
Saccharoseinversion nicht stattgefunden hatte, oder die Fructose 
sozusagen im Augenblick des Freiwerdens sofort von der Zymase ver- 
goren wurde. Die erste Annahme wiirde dann zum SchluB fithren, dai 
geringe Saccharosemengen von der Hefe direkt, also ohne vorherige 
Inversion, vergoren wiirden. Fiir das Untersuchungsverfahren brachten 
diese Beobachtungen eine wesentliche Vereinfachung dadurch, da in 
allen Fallen, in denen kein kiinstlicher Saccharosezusatz zum Teig 
erfolgte, Glucose und Maltose nach Sichert und Bleyer bestimmt werden 
konnten. Da die im Teig vorhandene Glucose in den meisten Fiillen 
geringer war als fiir die von Sichert und Bleyer angegebene Arbeits- 
vorschrift erforderlich ist, wurde diese etwas abgeandert (6), so daB die 
Reaktion auch mit Teigausziigen mit einem Glucosegehalt von weniger 
als 0,1% auszufiihren war. Es wurde hierbei folgendermaBen ver- 
fahren: 


50g Teig wurden mit 10cem Tanninlésung (20°,ig) und 100 cem 
Wasser mittels eines Riihrwerkes fein suspendiert und hierauf in einen 
250-cem-MeBkolben iibergespiilt, mit 15cem Bleiessig versetzt, um- 


geschiittelt und mit gesittigter Na,SO,-Lésung auf 250ccm aufgefiillt. 
Nach griindlichem Durchmischen wurde durch ein Faltenfilter (Schleicher- 
Schiill 588) filtriert. In dem Filtrat wurden dann nach einem bereits friiher 
a.a. O. (3) beschriebenen Verfahren Glucose, Fructose, Maltose und Saccha- 
rose bestimmt. 

2. Die gefundenen Zuckergehalte wurden in Prozenten Trocken- 
substanz ausgedriickt. Die Trockensubstanz wurde bestimmt, indem 
gleichzeitig mit der Probeentnahme fiir die Zuckerbestimmungen kleine 
Teigstiickchen von 6 bis 7 g Gewicht in Wageglaschen mit verschlossenem 
Deckel eingewogen, hierauf 2 Stunden im Vakuum bei 66° vorgetrocknet 
und anschlieBend tiber Nacht bei 105° weiter getrocknet und nach dem 
Erkalten im Exsikkator zuriickgewogen wurden. Hierbei zeigten oft 
die spiteren Teigstufen einen gréBeren Gewichtsverlust als die anfang- 
lichen, was zuerst scheinbar im Widerspruch zum Wassergehalt stand, 
da zu erwarten war, daB die Teige nach 1- und 2stiindiger Gare Wasser 
durch Verdunstung verlieren wiirden. Diese Erscheinung wird jedoch 
erklarlich, wenn man beriicksichtigt, da8 der Gewichtsverlust beim 
Trocknen nicht allein durch Wasser, sondern auch durch die bei der 
Garung entstehenden fliichtigen Stoffe (Alkohol, Kohlendioxyd) 
bedingt wird und die letzteren in einem linger girenden Teig zweifellos 
reicher enthalten sind als am Anfang. Die Differenzen lagen jedoch 
meist innerhalb von 0,3°% bei einer Trockensubstanzmenge von etwa 
53 bis 54°, also eigentlich noch innerhalb der Fehlergrenzen, so dai 
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in vielen Fallen fiir alle Teigstufen mit einem mittleren Trockensubstanz- 
wert gerechnet werden konnte. 

3. Neben den beschriebenen Untersuchungen wurde auch die 
('Og-Entwicklung wahrend einer 2stiindigen Garzeit gemessen. Hierzu 
wurde die von N. Kosmin beschriebene volumetrische Methode ver- 
wendet, die auch von friiheren Forschern benutzt worden war. Die 
hierzu verwendete Apparatur bestand aus einer mit gesittigter Na Cl- 
Lésung gefiillten Hayduckschen MeBbirette, die durch einen Gummi- 
schlauch mit einem weithalsigen Glasgefa8, das den Teig enthielt und 
mit einem durchbohrten Gummistopfen verschlossen war, verbunden 
war. Das GlasgefiB befand sich in einem auf 30° eingestellten Brut- 
schrank, in dem auch die Garschiissel mit dem fiir die Teiguntersuchungen 
und Backversuche benutzten Teigproben aufgestellt war. Die Ein- 
waage fiir die Bestimmung der entwickelten CO, betrug 100g. Die 
Ablesung erfolgte alle 15 Minuten, wobei das abgesperrte Gasvolumen 
durch Senken der Glasbirne auf den Druck der duBeren Luft 
gebracht wurde. Aus dem Volumen des gesamten wahrend 2 Stunden 
entwickelten Gases (06°C und 760 mm Druck) wurden das Gewicht der 
entwickelten Kohlensiuremenge und daraus die umgesetzte Zucker- 
menge berechnet. 

Vergleichende Versuche mit der von Willstdtter (2) beschriebenen 
Apparatur ergaben praktisch die gleichen Resultate, so daB8 mit Riick- 
sicht auf die leichtere Handhabung der oben erwaihnte Hayducksche 
Apparat fiir die weiteren Versuche benutzt wurde. SchlieBlich wurde 
noch versucht, eine Trennung der verschiedenen Zuckerarten in dem 
Fall durchzufiithren, in dem durch Zusatz einer gréBeren Saccharose- 
menge wegen des Auftretens von Invertzucker die Barfoedsche Reaktion 
zur Bestimmung der Glucose und Maltose unbrauchbar wurde. Wie 
bereits friiher erwahnt, blieb nur die Méglichkeit der enzymatischen 
Maltosespaltung nach vorhergehender Saccharoseinversion tibrig, da 
die Hydrolyse mit Mineralsiuren einerseits wegen der teilweisen Zer- 
stérung der Fructose, andererseits wegen der gleichzeitigen Auf- 
spaltung der anwesenden Dextrine nicht anwendbar war. Zu diesem 
Zweck wurde versucht, aus Backerhefe und spater aus untergiriger 
Bierhefe in Anlehnung an die von Willstdtter angegebene Vorschrift (7) 
ein wirksames Enzympraparat zu gewinnen. 

Eine 0,25 g Trockenhefe entsprechende Menge Frischhefe, und zwar 
bei Backerhefe 1 g, bei Bierhefe 1,5g, wurde mit 1 cem Essigester 5 bis 
10 Minuten verrieben, mit etwas Wasser verdiinnt, hierauf mit n/10 Ammo- 
niak neutralisiert, auf 50cem aufgefiillt und mit einer Lésung von | g 
Maltosehydrat in 50cem vermischt. 

Nach Zugabe von 10 cem Phosphatpuffer (6,8) wurde die Mischung 
in einen auf 30° eingestellten Thermostaten gebracht und 1, 2, 3, 4 
und 18 Stunden darin stehen gelassen. Nach jeweils beendeter Ver- 
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suchszeit wurde mit Tannin, Bleiessig und Na,SO, geklart, auf 
200 ccm aufgefillt, gemischt und filtriert und im klaren Filtrs: 
nach Sichert und Bleyer Glucose und Maltose bestimmt. Backerhetfe 
zeigte nun in langeren Zeitraumen in einigen Fallen tiberhaupt keine. 
in anderen eine, allerdings geringe, analytisch nachweisbare Spaltuny, 
wahrend es mit Bierhefe gelang, innerhalb von 4 Stunden etwa 75°. 
der urspriinglichen Maltose zu spalten. Hierbei war ein merk- 
liches Nachlassen der Enzymwirkung nach der ersten Stunde, in der 
bereits eine Spaltung von 40 bis 45° erfolgte, festzustellen. Als 
Erklarung hierfiir mu8 die Hemmung der Hydrolyse durch die ent- 
standene Glucose angenommen werden. Eine tiber 75°, hinaus- 
gehende Spaltung war jedoch weder durch langere Versuchsdauer 
noch durch gréBere Mengen von Enzympraparat (2,5 g Trockenhefe 
entsprechend) zu erreichen. Es machten sich im Gegenteil bei Ver- 
wendung gréBerer Hefemengen gréBere Verluste durch die offenba: 
nicht vollig ausgeschaltete Zymasetatigkeit bemerkbar. Da somit keiner- 
lei Aussicht bestand, auf diesem Wege eine 100° ige Maltosespaltuny 
zu erzielen, muBte diese Arbeitsweise als Untersuchungsmethode auf- 
gegeben werden. Sie gab jedoch wertvollen AufschluB iiber das 
Verhalten der Maltose bei der Gairung und bestatigte die bereits von 
Willstdtter und Mitarbeitern friiher aufgestellte Behauptung, dal) 
Maltose direkt vergoren wird. Die Versuche bewiesen eindeutig, dai 
Backerhefe maltasearm ist, Maltose praktisch also nicht spalten kann, 
trotzdem aber, wie mehrere Versuche mit Maltoselésungen zeigten, 
Maltose ziemlich rasch vergéren kann. Versuche, in dieser garenden 
Fliissigkeit nach Abstoppung und Klaérung mit Tannin und Bleiessiy 
mittels der Barfoedschen Reaktion Glucose nachzuweisen, verliefen 
stets negativ. Auch Bierhefe verhielt sich so, trotzdem in ihr eine 
verhaltnismaBig wirksame Maltasemenge festgestellt werden konnte 
‘ Da jedoch auch bei ihr die Maltosespaltung im Vergleich zur 
Maltosevergirung weitaus langsamer verléuft, mu hier ebenfalls dic 
direkte Vergarung der Maltose als vorherrschend angenommen werden. 
Fiir die Untersuchung wurde nach Feststellung der Wasserauf- 
nahmefahigkeit des Mehles und der sich daraus ergebenden Teigausbeute 
ein Versuchsteig bereitet, der in zwei gleich groBe Teile geteilt wurde. 
Eine Halfte wurde zur Abnahme der Teigproben, die andere zu Back. 
versuchen verwendet. Zu diesem Zweck wurden Kastengebacke her 
gestellt, die hinsichtlich Volumen, Gewicht, Lockerung, Porung, Brau- 
nung, Krumenbeschaffenheit und dgl. beurteilt wurden. Die Zucker- 
bilanz, d.h. die Neubildung wie auch der Verbrauch an einzelnen 
Zuckerarten (Maltose, Glucose bzw. Invertzucker, Saccharose) waihrend 
der 2stiindigen Garzeit, konnte durch Vergleiche der Hefeteige mit einem 
hefelosen Teig von gleicher Teigausbeute festgestellt werden. Die 
Bestimmung der CQO,-Entwicklung gab auch die Méglichkeit, den 
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Bruttoumsatz der Hefe an vergairbarem Zucker zu berechnen und auf diese 
Weise die Ergebnisse der einzelnen Zuckerbestimmungen zu tiberpriifen. 

Die Untersuchungen wurden mit einem unbehandelten Weizenmeh! 
der Type 630 und mit einem handelsiiblichen Weizenmeh! der Type 812 
vorgenommen. Die Maltosezahl des ersten betrug 1,56°, (nach 1 stiindi- 
ver Digestion), die des zweiten 1,35°/). Der Saccharosegehalt betrug bei 
beiden Mehlen rund 1,0°,. 

Bei den Versuchen mit hefelosem Teig zeigte sich nun in beiden 
Mehlen, wie aus den untenstehenden Tabellen hervorgeht, ein stetiges 
Anwachsen der Maltose als Folge der Diastasetatigkeit wie auch eine 
bestandige Zunahme der Glucose, was auf die Wirksamkeit der Meb]- 
maltase (3) zuriickgefiihrt werden mu, da durch die Abwesenheit von 
Hefe ein anderes maltosespaltendes Enzym nicht in Frage kam. Wahrend 
diese beiden Zuckerarten im hefelosen Teig beider Mehle eine deutliche 
Zunahme zeigten, blieb der Saccharosegehalt praktisch unverandert 
oder zeigte héchstens gegen Ende der Versuchszeit ein schwaches Ab- 
sinken. Die Kohlensdureentwicklung war im hefelosen Teig praktisch 
Null. Bemerkenswert ist auch die Tatsache, daB das Mehl der Type 630, 
das bei der Maltosebestimmung nach Rumsey (8) ein héheres Maltose- 
bildungsvermégen aufwies als das Handelsmeh! der Type 812, im Teig 
dennoch weniger Zucker bildete als das letztere, ein Zeichen, daB die aus 
wasserigen Mehlausziigen gewonnenen Resultate nicht immer ohne 
weiteres auf Teige iibertragen werden kénnen. Der Zusatz von 3°, Hefe 
zum Teig bewirkte eine wesentliche Anderung im Zuckergehalt der 
Teige, wie aus den nachstehenden Tabellen zu erkennen ist. 





Zeit Zuckerart wage es a Sia 
Hefeloser Teig: 
Glucose 0,27 
Beginn Maltose 0,38 
Saccharose 1,59 
Glucose 0,36 
Nach 1 Std. Maltose 1,08 
Saccharose 1,47 
Glucose 0,43 
Nach 2 Std. Maltose 1,22 
Saccharose 1,44 
Teig mit 3% Hefe: 
Glucose 0,38 
Beginn Maltose 0,75 
Saccharose ....... 1,16 
Glucose 0,29 
Nach 1 Std. Maltose 1,19 
Saccharose 0,72 


Glucose 0,00 
Nach 2 Std. Maltose 0,72 
Saccharose 0,64 
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In den Hefeteigen geht der Gehalt an Glucose und Saccharose vou 
Beginn der Teiggérung an rasch zuriick und erreicht bei Glucose nach, 
2 Stunden ein nicht mehr exakt bestimmbares Minimum. Der kurven- 
maBige Abfall des Saccharosegehalts ist in der ersten Stunde der Teig- 
girung bedeutend steiler als der des Glucosegehalts, in der zweiten ist 
es dagegen umgekehrt. Auffallend ist, daB der Maltosegehalt wahrend 
der ersten Garstunde keine Abnahme, sondern im Gegenteil eine an- 
nahernd ebenso starke Zunahme wie im hefelosen Teig zeigt. Es muf 
daher angenommen werden, daB in der ersten Garstunde die Hefe ihre 
Nahrung vorwiegend aus den Saccharose- und Glucosevorraten deckt 
und erst Maltose anzugreifen scheint, wenn die Glucose- und Saccharose- 
mengen unzureichend geworden sind. Vielleicht ist auch fiir die auf 
Saccharosenihrbéden geziichtete Backerhefe zunachst eine gewisse 
Zeit notwendig, um sich dem neuen Substrat anzupassen. In der zweiten 
Garstunde findet dann im Gegensatz dazu ein starker Maltoseverbrauch 
statt. Wie schon eingangs erwahnt, ist eine vorhergehende Spaltung 
der Maltose in Glucose durch die Hefemaltase wegen der nur langsam 
verlaufenden Hydrolyse wenig wahrscheinlich, analytisch jedenfalls 
nicht nachweisbar, so daB direkte Vergirung anzunehmen ist. 


Die Kohlensaureentwicklung in 100 g Teig waihrend der 2stiindigen 
Garzeit betrug bei dem Weizenmehl 630 auf Normalverhaltnisse reduziert 
266,3 com CO., bei Mehl 812 278,l cem. Dies entspricht nach der 


Garungsgleichung 1,137 g Gesamtzucker (als CgH,.0, berechnet) im 
ersten Fall, 1,188 g im zweiten. Die aus den Teigen bereiteten Gebicke 
waren gut gelockert und einwandfrei ausgebildet. Die Backzahl be- 
trug bei Mehl 630 108, bei Mehl 812 105 Einheiten nach Neumann. 


Es war nun von besonderem Interesse, die Auswirkungen eines 
kiinstlichen Zusatzes von Glucose, Saccharose und Maltose zum Teig 
zu verfolgen. Der EinfluB solcher Zuckerzugaben auf die Teiggarung 
wurde bereits friiher von Fornet und [hlow (9) durch Bestimmung der 
Kohlensiureentwicklung im Fornetographen untersucht. In unserem 
Fall wurde auBer den chemischen Umsetzungen im Teig durch ana- 
lytische Untersuchungen auch die backtechnische Auswirkung durch 
Backversuche festgestellt. 


Zunachst wurden durch Versuche, in denen die CQ,-Entwicklung 
im Hayduckschen Apparat gemessen wurde, die geringsten Mengen der 
Zuckerzusitze festgestellt, die eine merkliche Steigerung der Gas- 
entwicklung zur Folge hatten. Es zeigte sich, daB eine deutliche Ver- 
mehrung der Kohlensiureausscheidung erst bei Zussitzen von 1°, 
stattfand, wihrend kleinere Zusitze bei Glucose und Maltose nur geringe. 
innerhalb der Fehlergrenzen liegende Unterschiede gegeniiber dem 
Vergleichsversuch ohne Zuckerzusatz ergaben. Bei Saccharose war 


allerdings schon bei 0,5° eine leichte Steigerung zu beobachten. 
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Auf Grund dieser Vorversuche wurden Teige mit 1°, Glucose, 
1% Maltose und 1% 
lytisch zu Beginn der Teiggarung, nach 1 Stunde und nach 2 Stunden 
auf Gehalt an Glucose bzw. Invertzucker, Maltose und Saccharose unter- 
sucht, daneben die innerhalb von 2 Stunden ausgeschiedene CQ,- 
Menge bestimmt und von denselben Teigen auch Kastengebacke her- 
gestellt (Abb. 2). Die analytischen Ergebnisse sind in den nachstehenden 
Tabellen, die den Gehalt der Teige an den einzelnen Zuckerarten auf 
Trockensubstanz berechnet angeben, zusammengefaBt. 
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Abb. 2. Kohlensiureentwicklung in Weizenmehlteigen. 


Mehl: Type 630. 





Zusatz Zusatz Zusatz 


Girzeit Zucker: 
— ees 1 °/9 Glucose 1°/, Maltose 1°) Saccharose 


Glucose 1,43 0,55 1,80* 
Maltose 0,93 1,70 0.95 


Beginn | 
||| Saccharose 1.24 1,08 0.94 
| 
| 


Glucose 1,06 0,38 0,48 * 
Maltose 1,64 2,14 1,82 
Saccharose...... 0,88 0,86 0,81 


Nach 1 Std. 


Glucose 0,49 0,35 0,31* 
Nach 2 Std. Maltose 1,61 2,01 1,32 
| Saccharose 0,80 0,71 0,61 
* Invertzucker + Glucose, 
In 2 Stunden insgesamt vergorener Zucker, berechnet aus der ent- 
wickelten CO,-Menge, ausgedriickt in Prozenten der Teigtrockensubstanz : 





Vergorener Zucker 
(Cy Hy 2 Og) 


Vergorener Zucker 


(Cg Hyg Og) Zusatz 


Zusatz 


2,13 % 1% Maltose 1,60 % 
1% Glucose 1% Saccharose ... 2,13 
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Mehl: Type 812. 





Zusatz Zusatz Zusatz 


Giirzeit Zuckerart 
1%), Glucose 1 °/g Maltose | 1°/9 Sacchar 


| Glucose 1,59 0,44 0,94* 
Beginn 


Maltose 0,68 1,39 1,20 
Saccharose 0,83 1,27 1,18 


| Glucose 0,94 0.44 0,61* 
Maltose 1,42 2,48 1,97 
| Saccharose 0,70 1,19 0,87 
| Glucose 0,35 0,37 0,30 * 
Nach 2 Std. ; Maltose 1,70 2,01 2,39 
| Saccharose 0,70 0,63 0,87 


* Invertzucker + Glucose. 


Nach 1 Std. 


In 2 Stunden insgesamt vergorener Zucker, berechnet aus der ent- 
wickelten CO,-Menge als C,H,.0,, ausgedriickt in Prozenten der Teig 
trockensubstanz: 





Vergorener Zucker Vergorener Zucker 


Zusatz (Cy Hy Og) Zusatz (Cg Hy 0,4) 


0 2,22 % 1% Maltose 2,05 % 
1% Glucose 2,24 1% Saccharose ... 2,35 


Uber das Ergebnis der Backversuche gibt folgende Zusammen- 
stellung AufschluB: 





Zusatz Gebiickvolumen Porung Backzahl 


Mehl: Type 630. 
1280 ccm 5 108 
Glucose 10S 109 
Maltose 1280 _ ,, 6- 116 
1250 ,, 121 

Mehl: Type 

1100 cem 6—7 105 
4 Glucose 1080 7 109 
, Maltose 1120 | 7 112 
Saccharose 1120 6—7 106 


Ein erheblicher Unterschied in der Ausbildung der Gebacke 
zwischen dem Vergleichsversuch und den Gebacken mit Zuckerzusatzen 
war nicht festzustellen. Die verhaltnismaRig geringen Schwankungen 
im Volumen oder in der Backzahl sind nicht eindeutig genug, um ein. 
wandfreie Verbesserungen erkennen zu lassen, Bestatigt wurde nur die 
bereits bekannte Tatsache, daf Maltose eine kraftigere Braunung als 
Glucose oder Saccharose hervorruft. Die Analysen der Teige zeigen. 
daB nach Ablauf der 2stiindigen Garzeiten in allen Fallen, in denen 
Zuckerzusitze zum Teig erfolgten, noch verhaltnismaBig groBe Rest- 
bestande an vergirbarem Zucker (Glucose + Maltose -+- Saccharose) im 
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Teig verblieben. Die Hefe vermochte also nicht den gesamten, ihr dar- 
gebotenen Zucker auszunutzen, so daB angenommen werden mu, dab 
bei Mehlen héherer und mittlerer diastatischer Aktivitat die mehleigenen 
Zuckermengen vollauf geniigen, um bei einer Hefemenge von 3°, einen 


normalen Verlauf der Garung wahrend zweier Stunden zu gewahrleisten. 
Die nachstehende Tabelle veranschaulicht die unvergorenen Zucker- 
mengen : 





Zusatz Mehl 630 Mehl 812 Zusatz Mehl 630 Mehl 812 


0 34 ° 2,10 % 1% Maltose .. | 3,07% 3,01 % 


1% Glucose ... || 2,92 2,75 1% Saccharose 2,24 3,24 

Damit kann auch die verhialtnismaBig geringe backtechnische 
Wirkung der Zuckerzusitze bei diesen Versuchen erklart werden. Da 
die Hefe diese Zugaben nur zum geringen Teil ausnutzen konnte, war 
eine wesentliche Auswirkung auf die Gebacke, von den erwahnten 
Einfliissen auf die Braunung und einer geringen Verbesserung der Porung 
bei Maltosezusatz abgesehen, nicht méglich. 

Berechnet man unter Beriicksichtigung des Wassergehalts der 
Mehle (rund 14°.) die Hefemenge, die 100 g Teigtrockensubstanz ent- 
spricht, ergeben sich 3,44 g¢. Die von dieser Hefemenge in 2 Stunden 
vergorene Zuckermenge betrug bei den ohne Zusatze angestellten 
Versuchen 2,13 g¢ beim ersten und 2,22 g beim zweiten Mehl. 1 g Hefe 
verbraucht demnach in | Stunde 0,31 bzw. 0,32 ¢ Zucker unter der 
Annahme, dais die Garkurve annahernd linear verliuft. Aus den ana- 
lytisch gefundenen Zuckerwerten der hefelosen Teige ergibt sich, dai} 
infolge der Tatigkeit der Mehlenzyme und des primaren Saccharose- 
gehalts der Mehle in dem einen Fall die nahezu fiinffache, im anderen 
sogar die sechsfache Menge des von der Hefe beanspruchten Zuckers zur 
Verfiigung stand. 

Zum SchluB seien noch die Ergebnisse von Untersuchungen mit 
einem unbehandelten Versuchsmehl der Type 812, das eine erhéhte 
Maltosezahl von 2,23°, aufwies, angefiihrt : 





rae , Aas Hefeloser Teig Teig mit 3°/) Hefe 
Zeit Zuckerart alba 0/9 Zucker 
Glucose 0,33 0,33 
Beginn Maltose 1,26 0,86 
Saccharose 1,23 1,21 
Glucose 0,43 0,27 
Nach 1 Std. Maltose 2,14 1,52 
Saccharose 1,23 0,88 


Glucose 0,54 0,18 


Maltose 2,37 1,08 
Saccharose 1,23 0,60 











P. Pelshenke, A. Rotsch u. H.-J. Koeber: 





Hefeteige mit Zusatzen. 


Zusatz 


Garzeit Zuckerart 
m 19/9 Glucose 1°/, Maltose | 19/9 Saccharos¢ 


| Glucose 1,49 0,57 1,33 


Beginn Maltose 1,21 2,20 1,05 


| Saccharose ... 1,00 0,92 0,88 


| Glucose 0,52 0,39 0,70 
Nach 1 Std. {| Maltose 2,55 3,04 2,63 
| Saccharose ... 0,78 0,50 2,63 


| Glucose 0,41 0,31 0,28 
Nach 2 Std. ;, Maltose 1,58 1,75 2,07 
| Saccharose ... | 0,82 0,48 0,43 
Die Kohlenséureentwicklung wies hier bei Zuckerzusitzen eine 
merkliche Steigerung auf, die am starksten bei Saccharose und am 
geringsten bei Maltose war, wie die nachstehenden Zahlen zeigen: 





Kohlensiiuremenge in Kohlenséiuremenge in 
Zusatz cem (red. auf Normalver- Zusatz cem (red. auf Normalver- 
hialtnisse) aus 100g Teig hiiltnisse) aus 100 g Teig 


0 250 1% Maltose .. 285 
1% Glucose ... 307 1% Saccharose 331 
Die Backversuche lieBen jedoch auch hier wesentliche Unterschiede 
bei den Zuckerzugaben nicht erkennen, wie aus folgender Zusammen- 
stellung ersichtlich ist: 





Zusatz Gebickvolumen Porung Backzahl 


1060 com 6—7 89 

1% Glucose 1030 ,, oo 96 

1°, Maltose iy 7 92 

1 % Saccharose 1060 ,, 6—7 92 
Von einer merklichen Gebackverbesserung kann wiederum nicht 
gesprochen werden. Die Schwankungen im Volumen gehen keineswegs 
parallel mit der Kohlenséureentwicklung und auch die Porung abt 
einen eindeutigen Einflu8 nicht erkennen. Dagegen fallt auf, daB die 
Gebackvolumina auch bei Zuckerzusitzen trotz der héheren Kohlen- 
saureentwicklung betrachtlich hinter den Zahlen der beiden friiher an- 
gefiihrten Mehle zuriickbleiben, obwohl bei dem dritten Mehl die Hefe 
wegen der stirkeren Zuckerbildung im Teig, die aus den obenstehenden 
Tabellen ersichtlich ist, noch mehr Zucker zur Verfiigung hatte als bei 
den vorgenannten Mehlen. Zur Erklarung mu8 angefiihrt werden, dal} 
das Gashaltungsvermégen bei dem dritten Mehl infolge Auswuchses 
geschwacht war. Die Klebereigenschaften wirkten sich hier also auf die 
Backfaihigkeit stirker aus als Zuckergehalt und Zuckerbildung. Bei 
der geringen Zuckermenge, die die Hefe bei einer normalen Garung 
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verbraucht — rund 5 bis 6 mg in der Minute auf 1 g Hefe — wird in den 
meisten Fallen, auch bei geringster Maltosebildung, geniigend mehl- 
eigener Zucker vorhanden sein, so daB die Backfihigkeit eines Mehles 
in der Hauptsache durch die Klebereigenschaften bestimmt wird. 


Zusammenfassung. 

Die wichtigsten Ergebnisse der Untersuchungen lassen sich in 
folgenden Punkten zusammenstellen: 

1. In hefelosen Teigen kommt es zu einer starken Zunahme der 
reduzierenden Zucker, bedingt durch die Diastase und Maltase des 
Mehles. 

2. In Hefeteigen bewirkt die Hefe zunachst ein rasches Sinken des 
Glucose- und Saccharosegehalts, wahrend der Gehalt an Maltose anfangs 
weiter ansteigt. Es mu8 daraus geschlossen werden, daB im ersten 
Stadium der Teiggérung vorwiegend Glucose und Saccharose vergoren 
wird. Im spateren Verlauf tritt dagegen die Maltosevergirung stark 
in den Vordergrund. 

3. Eine Spaltung der Maltose in Glucose vor der Vergirung konnte 
nicht festgestellt werden. Da Backerhefe maltasearm ist und Maltose 
dennoch verhaltnismaBig rasch vergdéren kann, ist direkte Vergirung 
von Maltose wahrscheinlich. 

4. Als durchschnittliche Zuckermenge, die bei einer normal ver- 


laufenden Garung von 1 g Hefe in der Stunde vergoren wird, wurde 
rund 0,32 g CgH,.0., gefunden (etwa 5 mg in der Minute). 

5. Zusitze von 1° Glucose, Maltose oder Saccharose zum Teig 
ergaben bei den drei untersuchten Mehlen keine wesentlichen Ver- 
besserungen der Gebicke. 
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Uber die Ausnutzung 
der Pentosen bei der biologischen Eiwei®synthese. 
VI. Mitteilung: 
Ziichtung von Torula utilis in Arabinose, Rhamnose 
und Glucuronsiure. 
Von 
Richard Lechner. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation an dei 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1940. 
gegant ) 


Bei den bisher durchgefiihrten Untersuchungen tiber die Verwertung 
der Pentosen bei der Ziichtung von Torula utilis wurde nur die in der 
Natur weit verbreitete d-Xylose beriicksichtigt (1). Es war nun ver- 
gleichsweise von Interesse, wie sich die natiirlich vorkommende 1-Ara- 
binose, die ebenfalls im Pflanzenreich verbreitete Methylpentose l-Rham- 
nose und die Glucuronsaure verhielten. Die mit den Pentosen eng ver- 
wandten Hexuronsduren, als deren Vertreter uns Glucuronsaure zur 
Verfiigung stand, sind Bestandteile der Pektine und anderer Pflanzen- 
bestandteile. Sie werden in polymerer Form als Zwischenpredukte beim 


¥ . 
Ubergang der Hexosen in Pentosane angesprochen. 


Nach den allgemeinen Angaben der Literatur iiber das Verhalten 
der Arabinose wird diese von Mikroorganismen’ noch schwerer an- 
gegriffen als Xylose. Von Hefen wird sie ebenso wie Xylose nicht zu 
Alkohol und Kohlendioxyd vergoren. Bei Einwirkung eines Hefe- 
iiberschusses auf Arabinose wurde ahnlich wie bei Xylose von W. E. 
Cross und B. Tollens (2) ein Verschwinden eines Teils des dargebotenen 
Zuckers festgestellt und daraus auf eine Verwertung der beiden Pentosen 
zum Hefewachstum geschlossen. Es war zu erwarten, dai Arabinose 
sich in der Ausnutzung durch Torula utilis nicht von Xylose unterschied. 
Uber Methylpentosen und Hexuronsiuren lagen keine Angaben vor, 
die eine Voraussage tiber die wahrscheinliche Eignung zum Zellaufbau 
zulieBen. Bei Glucuronséiure konnte man sich vorstellen, daB diese 
nach Abspaltung von Kohlendioxyd in die entsprechende Pentose 
(Xyvlose) umgewandelt von Torula utilis assimiliert werden wiirde. 


Analytisehes. 


Um bei den Versuchen eine Bilanz der als Kohlenstoffquelle dar- 
gebotenen Kohlenhydrate aufstellen und eine genaue Aussage tiber 
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eine etwaige Ausnutzung treffen zu kénnen, wurden die anzuwendenden 
Analysenmethoden nachgepriift. 

Kennzeichnung der verwendeten Praparate: 

Arabinose, rechtsdrehend, fiir wissenschaftliche Zwecke, von R. Schering, 

Berlin, F. P. 159°. 

Rhamnose (Isodulcit) reinst, von R. Schering, Berlin, F. P. 93°. 

Glucuronsaure, wasserfrei, von E. Merck, Darmstadt, F. P. 152 bis 154°. 

Die Arabinose wurde nach der Furfurolmethode durch Barbitur- 
saurefallung bestimmt. Die Furfurolausbeuten aus Arabinose und die 
entsprechenden Umrechnungsfaktoren waren bereits friiher ermittelt 
worden (3). Rhamnose gibt wie alle Methylpentosen bei Salzsaure- 
destillation Methylfurfurol, das ebenso wie Furfurol von Barbitursaure 
gefallt wird. Nach der friiher fiir Pentosen angegebenen Vorschrift (3) 
wurden Test bestimmungen mit |-Rhamnose durchgefiihrt. Die erhaltene 
Menge des Barbitursdureniederschlags wurde ohne Beriicksichtigung 
einer eventuellen Léslichkeit des Niederschlags zur Ermittlung des Um- 
rechnungsfaktors: Barbiturséureniederschlag — Rhamnose (wasserfrei) 
eingesetzt (siehe Tabelle I). Bei Anwendung von etwa 100 bis 200 mg 


Tabelle I. 





‘+ — : Umrechnungsfaktor 
Angewandte Menge in mg A : ‘ Jarbitursi niedersehlag 
Barbitursiureniederschlag s gosto yea 
in mg . ‘ Saal 
(ohne Léslichkeitskorrektur) 


oti | quan Kinzelwerte —_-Mittelwert 
230,9 208,0 121,2 1,71 
227,0 204,0 117,0 7 

218,9 197,0 117,3 1,68 
211,3 190,3 111,4 1,71 
211,0 190,0 107,5 1,77 
210,0 189,0 111,3 1,70 
116,4 104,8 58,6 1,79 
116,3 104,7 61,6 1,70 
116,3 104,7 57,6 1,82 
115,7 104,1 59,9 1,74 





Die salzsauren Methylfurfuroldestillate waren bei Anwendung von etwa 
200 mg Rhamnose stark rétlich, bei etwa 100 mg schwacher rétlich gefarbt. 


Rhamnose wurde fiir den Umrechnungsfaktor ein Mittelwert von 1,74 
bestimmt. Glucuronsdure kann in reinen Lésungen auf Grund ihres 
Reduktionsvermégens bestimmt werden. Andere analytische Methoden 
beruhen auf der Tatsache, daB Hexuronsauren beim Erhitzen mit Salz- 
saure Furfurol und Kohlendioxyd liefern. Es wird die theoretische 
Kohlendioxydmenge, aber nur ein Bruchteil des zu erwartenden Furfurols 
erhalten. Bei Abwesenheit von Pentosen ist die Furfurolbestimmung 
sehr geeignet, bei Pentosengegenwart mu die Koh!ensdure quantitativ 











R. Lechner : 


Tabelle II. 





Angewandte mg Furfurol 1 . Umrechnungs- 
Guarentee ¥ wes “a ea faktor Furfurol 
in mg theoretisch gefunden '0 — Glucuronsaure 


202,5 100,1 31,0 31,0 6,55 
203,7 100,6 31,1 31,0 6,55 


erfaBt werden. Wir verwendeten die Furfurolmethode und ermittelten 
empirisch den Umrechnungsfaktor: Furfurol — Glucuronsaure zu 6,55 
(s. Tabelle II). Die in der Literatur erwahnte schlechte Furfurol- 
ausbeute betrug bei unserer Arbeitsweise 31°, der theoretisch zu er- 
wartenden Menge. Im Hinblick auf das gemeinsame natiirliche Vor- 
kommen von Xylose und Glucuronsauren interessierte, ob die Furfurol- 
ausbeute aus Xylose-Glucuronsdéure-Gemischen der fiir die einzelnen 
Substanzen errechneten Summe entspricht. Nach unseren Versuchen 
(s. Tabelle III) setzt sich die bei Xylose-Glucuronséuregemischen ge- 


Tabelle III. 


r 


Angewandte Menge in mg Erwartete Furfurolmenge in mg 
aus Xylose, aus Glucuron- 
F = 1,83 siure, F = + ,55 





Gefundene 
Furfurolmenge 
insgesamt in mg 


Xylose Glucuronsiure 


93,4 1258 | 193,7 


84,9 115,4 113,1 


fundene Furfurolmenge rein additiv aus den fiir die Komponenten 
erwarteten Mengen zusammen. Analog wie bei Xylose-Arabinose- 
gemischen beeinflussen die Komponenten die Furfurolbildung gegen- 
seitig nicht. Xylose laBt sich in Gemischen mit Glucuronsaure quanti- 
tativ bestimmen. Die Glucuronséure wird nach der Kohlendioxyd- 
methode erfaBt und die der gefundenen Glucuronsdure aquivalente 
Furfurolmenge von der Furfurolausbeute des Gemisches abgezogen. 
Die verbleibende Furfurolmenge, die der Xylose entstammt, wird auf 
Xylose umgerechnet. 
Kulturversuche. 


In Xylosenahrlésungen, die mit Torula utilis beimpft waren, 
wurde seinerzeit nur eine ganz geringe Hefevermehrung in Verbindung 
mit einem verhaltnismaBig groBen Xyloseschwund festgestellt (4). Auf 
Grund des Verhaltens im unbeliifteten Kulturversuch konnte nicht er- 
wartet werden, da® Torula utilis bei der Ziichtung im Liiftungsverfahrer 
Xylose in vollem Umfange auszunutzen vermochte. Uber die anfing- 
lichen Schwierigkeiten war seinerzeit auch berichtet worden. 

Die mit Torula utilis in Arabinose- und Rhamnosenahrlésung an- 
gesetzten Wachstumsversuche im Kulturkélbchen ergaben, daB die 
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Torulahefe ebenso wie in Xylose anwachst und sich in geringem MaBe 
vermehrt. Am Boden der Kélbchen war nach 2 Wochen ein geringer 
Niederschlag wahrzurehmen, der sich im Mikroskop als Torula utilis 
erwies. Ein kleiner Teil der angewandten Zuckermengen war _ ver- 
schwunden und das py hatte sich nach der sauren Seite verschoben. 

Beispiel 1. 1°,ige Arabinose-Nahrlésung mit tiblichen Nahrsalzen und 
Malzkeimauszug (0,488 g Arabinose, px 6,3) wurde mit Torula utilis geimpft. 
Nach 25 Tagen enthielt die Nahrlésung noch 0,426 g Arabinose und wies 
ein px von 5,7 auf. 

Beispiel 2. 2° ige Rhamnose-Nahrlésung mit iiblichen Nahrsalzen und 
Malzkeimauszug (1,48 g Rhamnose, px 4,4) wurde mit Torula utilis geimpft. 
Nach 14 Tagen enthielt die Nahrlésung noch 1,43 g Rhamnose und wies ein 
pu von 3,7 auf. 

Mit Glucuronséure wurden keine Vorversuche in Kulturkélbchen 
angesetzt, da nur eine geringe Menge an Glucuronsaure zur Verfiigung 
stand. 


Ziichtungen im Liiftungsverfahren. 


Hinsichtlich der allgemeinen Durchfiihrung der Liiftungen, der 
Zusammensetzung der Nahrlésungen usw. kann auf friihere Angaben 
verwiesen werden (5). Die Liiftungsdauer betrug jeweils 13. bis 
14 Stunden. Die verwendeten Stellhefen vermochten alle Xylose als 
Kohlenstoffquelle zum Zellsubstanzaufbau zu verwerten. Samtliche 


Tabelle IV. 





Hefetrocken- 
substanz in g 
Ziich- " mies PH 
: Nach der Ziichtung Schwund wibrend der 
tung ne wiedergefundene —________— Stell- | Ernte- | Zjiichtung 
enge Menge . e hefe hefe 
0 


Kohlenstoffquelle 





a £ 


Arabinose. 


4,00 ; 0,30| 7,5 || 0,32 — 2,6—4,4 
4,00 0,34; 85 | 0,35 | 0,33 2,6—3,5 
10,00 5 0,05; 0,5 | 0,77 | 0,56 || 6,0—5,7 
10,00 1,98 | 19,8 | 1,96 — | 5,5—6,1 
10,00 2,46 | 24,6 -- 4,2—5,7 
10,00 5: 3,48 | 34,8 2,95 4,5—5,1 


Ook CODE 


Rhamnose. 
3,60 0,22 6,1 0,35 | 0,28 
3,60 D2 0,08 2,2 | 0,35 | 0,25 
5,40 - — | 40 | 29 
feucht feucht 


Glucuronsaure. 


+0,04 4+1,3 | 0,51 | 0,43 
0,05 1,7 || 0,31 | 0,25 

















































R. Lechner: 


Hefen waren in Xylose bzw. xylosehaltigen technischen Substraten 
herangeziichtet worden. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle IV 
zusammengestellt. ' 
Arabinose. 


Die Versuche 1, 2 und 3 stellen Einzelziichtungen, die Versuche 4, 5 
und 6 eine Dauerziichtung mit drei Fiihrungen dar. Versuch 5 wurde mit 
der Erntehefe von Nr. 4 und Versuch 6 mit der Erntehefe von Nr. 5 an- 
gestellt. Die Arabinosekonzentration wahrend der Ziichtung betrug 
bei den Versuchen 1 und 2 1,3°, bei den Versuchen 3 bis 6 0,9°%. 
Wahrend der Liiftung war das py bei den ersten beiden Versuchen 
wesentlich saurer als bei den folgenden. 

[Im mikroskopischen Bild war bei simtlichen Ziichtungen kaum 
eine Sprossung der Torula utilis wahrzunehmen; der physiologische 
Zustand der Hefe war befriedigend. Bei den Versuchen | und 2 traten 
waihrend der Liiftung groBe runde Zellen, die ebenfalls sproBten, auf. 
Die Stellhefen wiesen anfangs keine runden Zellen auf, doch waren bei 
der Vorziichtung der Stellhefen in Xylose jeweils groBe runde Zellen 
beobachtet worden. Im Verlaufe der Dauerziichtung (Nr. 4, 5 und 6) 
traten keine runden Zellen auf. 

Bei den Einzelziichtungen war keine Hefevermehrung eingetreten. 
Die mit der Stellhefe eingebrachte Hefetrockensubstanz hatte um einen 
geringen Betrag abgenommen. Von der angewandten Arabinose war 
ein kleiner Teil verschwunden. Bei der Dauerziichtung, bei der die 
gesamte Hefeernte des vorhergehenden Versuchs zum Anstellen der 
nachsten diente, wurde die Hefetrockensubstanz der Erntehefe von 
Versuch 6 (2,95 g) ermittelt. Es war also ein Zuwachs von insgesamt 
1,0 g Hefetrockensubstanz bei der dreimaligen Fiihrung derselben Hefe 
eingetreten. Demgegeniiber steht ein Arabinoseschwund von insgesamt 
7,92 g bei allen drei Fiihrungen. Der Xyloseschwund nahm bei jeder 
Fiihrung zu. Auf den gesamten Arabinoseschwund bezogen, betrug die 
Ausbeute an Hefetrockensubstanz 12,6 °,. Eine lingere Anpassung der 
Torula utilis vermochte demnach die Arabinoseausnutzung zu steigern: 
der Wirkungsgrad war allerdings im Vergleich zu Xylose gering. 


Rhamnose. 


Die Rhamnosemengen sind als wasserfreie Rhamnose angegeben 

Es wurden lediglich Einzelziichtungen ausgefiihrt. Die Rhamnose- 
konzentration wahrend der Ziichtung erreichte 1,0 bis 1,3°%. Das py in 
der Nahrlésung schwankte zwischen 3 und 6. 

Eine Sprossung der Hefezellen konnte nicht beobachtet werden. 
Das mikroskopische Bild der Hefen war aber sonst gut. Es traten runde 
Zellformen der Torula utilis auf, groBe runde Zellen wurden allerdings 
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nur vereinzelt beobachtet. Nach Beendigung der Liiftung wurde ein 
Hefeschwund festgestellt. Ein kleiner Teil der angewandten Khamnose 
war nach Beendigung der Liiftung nicht mehr nachzuweisen. Rhamnose 
wird von Torula utilis nicht zum Zellaufbau ausgenutzt. 


Glueuronsiure. 


Mit Glucuronsiure kamen wegen der begrenzten verfiigbaren 
Menge nur zwei Versuche zur Durchfiihrung. Die Ziichtungen wurden 
in kleinerem MaBstabe als iiblich, aber sonst unter gleichen Bedingungen 
ausgefiihrt. Die Konzentration waihrend der Ziichtung betrug 0,7 °,, 
das py lag um 4,5 bis 5,0. Die Liiftungsdauer betrug 13 Stunden. 

Eine Sprossung der Hefen wurde nicht beobachtet, doch zeigten 
die Hefezellen ein befriedigendes Aussehen. Die Glucuronséure wurde 
nicht angegriffen, die angewandte Menge wurde wiedergefunden. Dem- 
entsprechend war auch kein Hefezuwachs, sondern ein Hefeschwund 
festzustellen. 

Zusammenfassung. 


Torula utilis, welche Xylose zum Zellaufbau bei der Ziichtung im 
Liiftungsverfahren mit bester Ausnutzung verwertete, vermochte 
|-Rhamnose und Glucuronsaure nicht, |-Arabinose nur in geringem Mabe 
als Kohlenstoffquelle auszunutzen. Durch eine weitgehende Anpassung 
lieBe sich vielleicht die Assimilation dieser Substanzen, insbesondere der 
Arabinose, steigern. 

Allgemein schlieBt die Fahigkeit zur Verwertung einer Pentose 
durch einen Mikroorganismus nicht ein, daB alle Pentosen oder mit den 
Pentosen eng verwandte Substanzen in gleicher Weise bei der Ziichtung 
im Liiftungsverfahren ausgenutzt werden kénnen. Es darf daher 
strenggenommen nicht von Pentosenausnutzung gesprochen werden, 
sondern die betreffende Pentose ist dabei naher zu kennzeichnen. 


Auch fiir diese Untersuchungen wurden von der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft in dankenswerter Weise Mittel zur Verfiigung 
gestellt, die unter anderem die Anstellung einer analytischen Hilfskraft 
(Frl. A. Hessemer) erméglichten. 


Literatur. 
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Ein neues lichtelektrisches Kolorimeter. II. 
Von 
R. Havemann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 19, Juli 1940.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


Im Verlaufe verschiedener Untersuchungen haben sich fiir das in 
einer friiheren Mitteilung (1) bereits beschriebene Kolorimeter einige 


weitere Anwendungsméglichkeiten ergeben, iiber die hier kurz berichtet 
werden soll. 


Die Arbeitsweise des neuen Kolorimeters sei an Hand der Abb. | noch- 
mals kurz erlautert: Das von der Lichtquelle L erzeugte Licht beleuchtet 


Abb. 1. 


zunachst zwei Milchglasscheiben M, und M,. Vor der Milchglasscheibe ™, 
béfindet sich eine verstellbare Regulierblende und hinter M, in einem Ab- 
stand von etwa 5cm die als ,,Vergleichszelle‘’ bezeichnete Photozelle Z,. 
Mit Hilfe der Regulierblende K kann die Beleuchtung der Milchglasscheibe , 
und damit die auf die Vergleichszelle wirkende Intensitat veraindert werden. 
Vor der anderen Milchglasscheibe M, befindet sich der Kiivettenhalter mit 
der Kiivette und den jeweils angewendeten Lichtfiltern F. Die Milchglas- 
scheibe M, bildet den AbschluB eines etwa 15 cm langen Rohres R, in dem 
die als ,,MeBzelle“‘ bezeichnete Photozelle Z, vermittels eines Triebes hin 
und her bewegt werden kann. Die auf die Mefzelle einwirkende Lichtinten- 
sitat ist also abhangig von der Lichtabsorption der in der Kiivette ent- 
haltenen Fliissigkeit und von dem Abstand der MeBzelle von der Milchglas- 
scheibe M,. Die beiden Photozellen sind in einer Kompensationsschaltung 
mit einem empfindlichen Galvanometer verbunden. Bei einem bestimmten 
Verhaltnis der Lichtintensitaten an den beiden Photozellen zeigt das als 
Nullinstrument geschaltete Galvanometer keinen Ausschlag an. Der Wert 
dieses Intensitaétsverhaltnisses ist durch das Verhaltnis der Lichtempfind- 
lichkeiten der beiden Photozellen gegeben und bei Auswahl nicht allzu 
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verschieden empfindlicher Photozellen nur sehr wenig von der Licht- 
intensitaét abhangig und nahe gleich eins. Selbst bei starkeren Schwan- 
kungen der Helligkeit der gemeinsamen Lichtquelle, wie sie durch die 
normalen Netzschwankungen stindig vorkommen, treten keine st6érenden 
Abweichungen des Nullinstrumentes auf. Bei den Messungen wird zunichst 
die MeBzelle in den gréBtméglichen Abstand von der Milchglasscheibe 
gebracht (Einstellung der MeBtrommel auf Null). Dann wird die mit dem 
reinen Lésungsmittel oder dem ,, Leerwert“ gefiillte Kiivette in den Kiivetten- 
halter eingesetzt und nun mit Hilfe der Regulierblende die auf die Vergleichs- 
zelle wirkende Lichtintensitat so eingestellt, daB das Galvanometer keinen 
Ausschlag mehr anzeigt. Dann wird die Kiivette mit der zu untersuchenden 
Farbstofflésung gefiillt. Wegen der Lichtabsorption der Lésung verringert 
sich die auf die MeBzelle einwirkende Lichtintensitaét und es entsteht ein 
entsprechender Ausschlag am Nullinstrument. Dieser Ausschlag wird 
dadurch wieder beseitigt, daB durch Verdrehen der MeBtromme!l die MeB- 
zelle der Milchglasscheibe soweit genihert wird, daB wieder die urspriing- 
liche Lichtintensitat auf die MeBzelle einwirkt. Die abgelesenen Trommel- 
werte ergeben an Hand von Eichkurven den Gehalt der untersuchten 
Lésung. Die Messungen kénnen sowohl unter Verwendung einer weiBen 
Lichtquelle mit und ohne Farbfilter als auch mit monochromatischem Licht 
ausgefiihrt werden. Die Me®Bgenauigkeit des Kolorimeters iibertrifft die 
visueller Kolorimeter und Photometer bei weitem. Es lassen sich Konzen- 
trationsbestimmungen mit 0,1 bis 0,2°, Genauigkeit ausfiihren. (Die 
Genauigkeit bei der Messung von Extinktionen betragt + 0,0005 E, der 
einfache MeBbereich 0,8 E.) 


I. Herstellung einer absoluten Eichkurve. 


1. Zur Erzeugung geniigend intensiven monochromatischen Lichtes 
ist man auf die Quecksilber- und die Natriumspektrallampe angewiesen, 
aus deren Spektren die folgenden Linien bzw. Liniengruppen durch 
geeignete Filter isoliert werden kénnen. 

Meg ee. cS SOS mn (gelb) 
Hg...... . 577—579 muy (gelb) 
RR hoa se ae (grii) 
Mie %iass ss Coe (violett) 


Der wichtigste Vorteil, den die Anwendung monochromatischen 
Lichtes bietet, besteht darin, daB man (bei Giiltigkeit des Beerschen 
Gesetzes fiir den untersuchten Farbstoff) fiir alle Messungen mit einer 
einzigen Eichkurve (in Extinktionseinheiten) auskommt. Auferdem 
ist eine einfache Analyse von Farbstoffgemischen méglich. Wegen der 
geringeren Intensitat des monochromatischen Lichtes ist man jedoch auf 
entsprechend empfindlichere Nullinstrumente angewiesen. 

Der Verlauf der fiir monochromatisches Licht giiltigen Eichkurve 
ist bedingt durch die Art der Helligkeitsabnahme mit zunehmendem 
Abstand der MeBphotozelle von der kreisférmigen Milchglasscheibe M 9. 
Im iibrigen ist der Verlauf der Extinktionseichkurve durch die Steilheit 
der die MeBzelle bewegenden Spindel und deren Abstand von der Milch- 
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glasscheibe festgelegt. Die Steilheit der Spindel betragt 10 mm, d. h. bei 
einer Umdrehung der MeBtrommel bewegt sich die MeBzelle um 10 mm. 
Ein Teilstrich der in 100 Teilstriche geteilten MeBtrommel entspricht 
also einer Bewegung um 0,l1mm. Da zehn Umdrehungen der Meb- 
trommel méglich sind, stehen insgesamt 1000 Teilstriche fiir die Eich- 
kurve zur Verfiigung. 

Schon in der ersten Mitteilung wurde kurz darauf hingewiesen, da{ 
der Helligkeitsabfall mit zanehmender Entfernung von einer leuchtenden 
Flache nicht mit dem bei 
punktférmiger Lichtquelle 
giiltigen quadratischen Ab- 
fall iibereinstimmt. 

Man kann den ttat- 
sichlichen Verlauf dieser 
Funktion jedoch mit Hilfe 
des Kolorimeters selbst leicht 
experimentell —_ bestimmen. 
Man kann namlich die Zu- 
nahme der auf die Photo- 
zelle einwirkenden Helligkeit 
mit zunehmender Anniahe- 





rung an die Milchglasscheibe 


direkt durch den am Null- 
instrument entstehenden 
Ausschlag messen. 

Als Lichtquelle diente 
die Quecksilber-Spektral- 
lampe von Osram. Aus dem 


00 200 300 400500 70 =600 =VLicht dieser Lichtquelle 
Ska/enteile 











wurde die gelbe Linie des 
Hg-Spektrums (577 bis 
579 my) durch Filter ausgeblendet. Nachdem die Hg-Lampe etwa 
15 Minuten eingebrannt war, wurde die MeBtrommel auf Null ein- 
gestellt, d.h. die MeBzelle in die gré8tmégliche Entfernung von der 
Milchglasscheibe M, gebracht. Durch Verstellen der Kompensations- 
blende vor der Vergleichsphotozelle wurde das Nullinstrument auf Null 
eingestellt. Dann wurde die MeBtrommel auf die Trommelwerte 100, 
200, 300 usw. eingestellt. Hierbei wurden die jeweils am Nullinstrument 
entstehenden Ausschlage abgelesen. Die Ergebnisse solcher Messungen 
sind in Abb. 2 dargestellt. Die verschiedenen Kurvenziige wurden bei 
Einschaltung verschiedener lichtabsorbierender Glasscheiben. die 
steilste Kurve ohne Einschaltung einer solchen Scheibe erhalten. Die 
verschiedenen Kurven der Abb.2 lassen sich durch Anderung des 


Abb. 2. 
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MaBstabes sémtlich zur Deckung bringen. Das Verhaltnis zwischen 
den Ordinatenwerten ist iiber den gesamten Verlauf der Kurven kon- 
stant, wie Tabelle | zeigt: 


Tabelle I 





Teilstrich | Kurve I Kurve II Kurve II/I Teilstrich Kurve 1 Kurve II Kurve II/I 


100 18 6.7 0,372 400 104,5 39,0 0,373 
200 41 15,2 0,371 500 149.0 55.5 0,372 
300 69,5 25,7 0,370 600 206 76,5 0,975 


Die Intensitat des auf die Milchglasscheibe einwirkenden Lichtes 
war also durch das bei Kurve Il verwendete Filter auf 37,2°, der ur- 
spriinglichen Intensitaét abgeschwacht worden. Hieraus laBt sich die 
Extinktion dieses Filters fiir Licht der Wellenlange 577 bis 579 mu. 
folgendermaBen berechnen : 


E= — log I ly - log 0,372 0,441 *. 


Nachdem auf diese Weise die Lichtextinktion einer gréBeren Zahl 
verschiedener Filterglaser gemessen worden war (und zwar enthalten die er- 
haltenen Zahlen auch den Re- 
flexionsverlust), wurde in der 
iiblichen Weise der Ausschlag 
festgestellt, der bei Einschal- 
tung der Filterscheiben an 
der MeBtrommel gemessen 
wurde. Bei dem hier an- 
gefiihrten Filter mit der Ex- 
tinktion 0,441 ergaben sich 
z. B. 638 Trommelteilstriche. 
Auf diese Weise wurde die 
Eichkurve des Kolorimeters 
in absoluten Extinktions- 
einheiten erhalten, die in 
Abb. 3 dargestellt ist. 


2. Um auf Grund dieser a a ee a a 
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Eichkurve einen AufschluB log 22 (Extindtion) 

dariiber zu erhalten, in wel- 4 

cher Weise sich die Licht- 

ausbreitung von einer flichenhaften Lichtquelle von der Lichtaus- 
breitung von einer punktformigen Lichtquelle unterscheidet, wurde 


Abb. 3. 


* Aus diesen Messungen ergibt sich auch, daB die Charakteristik der 
Photozellen in dem zur Messung benutzten Bereich praktisch geradlinig ist. 


16* 
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die folgende Berechnung angestellt. Die Verhaltnisse sind in Abb. 4 
skizziert. Bei Z befindet sich die Lichtquelle (die hier als punktférmiy 
angenommene Milchglasscheibe). Im Abstand 2 bei der Zahl 1000 sei 
die Stellung der MeBphotozelle bei der Trommelstellung 1000, analog 
bei 638 und bei 0 die Stellungen der Photozelle bei den entsprechenden 
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Abb. 4. 


Trommelstellungen 638 und 0. Die jeweils auf die Photozelle ein- 
wirkenden Lichtintensitaten seien Jj999, Jg33 und J9. Bei Annahme 
einer punktférmigen Lichtquelle verhalten sich die Intensitaten / jo, 
Tg33 und J, umgekehrt wie die Quadrate ihrer Entfernungen von der 
Lichtquelle, d.h. es gilt: 
Io (1000 ce x)? = Tes8 (362 — a)? I 1000 a2, (1) 

Auf Grund der oben beschriebenen Messung der Extinktion eines 

Lichtfilters (Abb. 2, Kurve II) gilt: 
Io les — 0,372. 
Vereinigung von Gleichung (1) und (2) ergibt: 


i. mee 
| ff oe — (1000 + 2)? = 0,372. 
Hieraus errechnet sich zx: 

x — 605 Trommelteilstriche. 


Da ein Trommelteilstrich gleich 0,1 mm ist, sollte demnach der 
Abstand der MeBphotozelle von der Milchglasscheibe bei der Trommel- 
stellung 1000 60,5 mm betragen. Tatsach- 




















lich betraigt dieser Abstand aber nur etwa 
35mm. Dieser virtuelle Abstand der ge- 
dachten punktférmigen Lichtquelle ist je- 
doch nicht unabhangig von der jeweiligen 
Stellung der Photozelle. In Abb. 5 ist die 
Funktion dieses virtuellen Abstandes von 
der Trommeleinstellung dargestellt, wie sie 
sich auf Grund analoger Messungen an an- 
deren Lichtfiltern ergeben hat. Demnach 
20 W000 BH WY ee hwankt der virtuelle Abstand einer ge- 
Teilstriche  haeasee : 
dachten punktférmigen Lichtquelle vom 
Skalenendpunkt von 58,5mm (bei Teil- 
strich 1000) bis 67,5 mm (bei Teilstrich 0). Auf Grund des Verlaufs 
dieser Funktion ist eine genaue Berechnung der Eichkurve méglich. 











Abb. 5. 
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Die in Abb. 3 ausgezogene Kurve ist hiernach berechnet. Sie deckt sich 
vollkommen mit den beobachteten Werten. Die hiermit gewonnene ab- 
solute Eichkurve des Kolorimeters hat sich besonders in Form einer 
Tabelle bei exakten Messungen als sehr niitzlich erwiesen. 


SchlieBlich kann man auf Grund dieser MeBergebnisse auf das 
folgende allgemeinere (zwar in dieser Fassung nur angenahert giiltige) 
Gesetz fiir den Helligkeitsabfall von einer kreisférmigen Lichtquelle 
schlieBen: Die Lichtausbreitung von einer leuchtenden Kreisfliche ent- 
spricht der Lichtausbreitung _, 
von einer  punktformigen yes t / 
Lichtquelle, die sich in einem 
hestimmten Abstand hinter go} | 
der leuchtenden Flache be- 
findet?. 

Der Verlauf der in Abb.2 
dargestellten Kurven ist in 
ahnlicher Weise wie die Eich- 
kurve leicht zu berechnen. 
In Abb. 6 sind die Werte der — gy 
Abb.2 in ein derart ver- 
zerrtes Koordinatennetz ein- 60 
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Kurven der Abb.2 gerade 60- 
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Berechnungen entsprechen. 
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II. Fluoreszenzmessungen. 


Die charakteristische Fluoreszenz gewisser Stoffe bietet haufig die 
Méglichkeit, sie im Gemisch mit anderen nicht fluoreszierenden Stoffen 
zu bestimmen. AuBerdem lassen sich manche Stoffe durch Messung der 
Helligkeit des Fluoreszenzlichtes in wesentlich geringerer Konzentration 
bestimmen, als durch Messung ihrer Lichtabsorption. Der eigentliche 
Grund fiir die gréBere Empfindlichkeit der Fluoreszenzmessung (trotz 
der im allgemeinen ungiinstigen Lichtausbeute) besteht darin, daB die 
relativen Unterschiede in der Helligkeit des Fluoreszenzlichtes gerade 


1 Durch Behandlung der leuchtenden Kreisfliche als Projektion einer 
leuchtenden Kugel la8t sich eine noch strengere Fassung dieses Gesetzes 
finden. 
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bei den kleinsten Konzentrationen des fluoreszierenden Stoffes am 
gropten sind, wahrend hierbei die relativenUnterschiede der Helligkeit 
des durchfallenden Erregerlichtes nur sebr gering sind. Denn die Inten 
sitat des Fluoreszenzlichtes ist nur bei kleinen Konzentrationen des 
fluoreszierenden Stoffes dessen Konzentration proportional, da_ sie 
proportional der absorbierten Erregerlichtmenge ist. Bei hohen Konzen.- 
trationen wird schlieBlich nahezu alles Erregerlicht absorbiert und es 
ist deshalb keine weitere Steigerung der Fluoreszenzhelligkeit méglich, 
Wahrend bei niedrigen Konzentrationen das Fluoreszenzlicht vom ve- 
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8623 668 | | UG2  Hg-Lampe 
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Fluoreszenz —_ 4 a uitraviolett 
sichtbor 


aparece | rot und infrarot 
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Abb. 7. 


samten Volumen der Lésung fast gleichmaBig ausgestrahlt wird, geht 
das Fluoreszenzlicht bei hoher Konzentration fast ausschlieBlich von der 
diinnen Schicht aus, in der das eintretende Erregerlicht absorbiert wird. 
Die Verhaltnisse entsprechen vollkommen denen der nephelometrischen 


Bestimmung bei seitlicher Beleuchtung. 

Wegen der meist erheblich gréBeren Wellenlinge der Fluoreszenz- 
strahlung kann man bei Fluoreszenzmessungen auf die seitliche Be- 
leuchtung mit der Erregerstrahlung verzichten, da man das Erregerlicht 
durch Lichtfilter von der Photozelle fernhalten kann. Durch diese 
Anordnung wird auch eine wesentliche Erhéhung der MeBgenauigkeit 
erzielt, da bei seitlicher Beleuchtung das Fluoreszenzlicht nicht gleich- 
maBig von der gesamten Kiivette ausgestrahlt wird. Die Intensitat des 
Fluoreszenzlichtes nimmt vielmehr von der Eintrittsebene des Erreger- 
lichtes aus exponentiell ab. 

Die Messung der Intensitét des Fluoreszenzlichtes laBt sich fol- 
gendermafgen in einfacher Weise ausfiihren- 

Als Erregerstrahlung verwendet man in den meisten Fallen ultra- 
violettes Licht. Zu dessen Erzeugung dient die Quarz-Quecksilber- 
spektrallampe von Osram. In dea Filterschlitz vor der Vergleichszelle 
wird das Lichtfilter UG 2* 1 mm und das Lichtfilter GG 7 0,5 mm ein- 
gesetzt. Das Filter GG7 fluoresziert schwach rot und dient zur Er- 
zeugung des die Vergleichszelle treffenden Fluoreszenzlichtes. In den 
Filterschlitz zwischen Lichtquelle und Kiivettenhalter kommt ein 


* Die Lichtfilter sind in der Masse gefarbte Glascheiben von Schott 
und Gen., Jena. 
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zweites Lichtfilter UG 2 1 mm (siehe Abb. 7). UG 2 laBt ultraviolettes 
Licht und etwas von der roten Strahlung der Quecksilberlampe durch. 
Um zu verhindern, da diese beiden Strahlungen auf die MeBzelle 
treffen, werden in die Schlitze vor der Milchglasscheibe die Filter GG 8 
und BG 23 (je 1mm) eingesetzt. Diese beiden Filter sind fiir das 
Fluoreszenzlicht von 600 bis 450my. durchlassig, jedoch undurchlassig 
fiir rotes und ultraviolettes Licht. Hierdurch wird erreicht, daB nur 
das zwischen dem Filter UG 2 und den Filtern GG 8 und BG 23 ent- 
stehende Fluoreszenzlicht auf die MeB8photozelle einwirkt. Die Milch- 
glasscheibe wird entfernt, da die Fluoreszenzstrahlung bereits voll- 
kommen diffus ist und der Helligkeitsverlust sonst zu groB sein wiirde. 
Es hat sich nicht als unbedingt notwendig erwiesen, Kiivetten aus Quarz 
zu verwenden, da die Absorption des ultravioletten Lichtes in rein 
weifem Glas nicht erheblich ist. Sie ist von gleicher GréBenordnung 
wie der Reflexionsverlust. Auch die geringe Fluoreszenz des Kiivetten- 
glases ist noch nicht stérend. Man kann fiir die Messungen also die 
gewohnlichen Kiivetten verwenden. 

Zur Erzeugung der Vergleichsfluoreszenz, mit welcher die zu 
messende Fluoreszenzhelligkeit verglichen wird, dienen Scheiben aus 
fluoreszierenden Glaisern. Je nachdem, ob es sich um die Messung sehr 
stark oder schwach fluoreszierender Lésungen handelt, verwendet man 
stirker oder schwicher fluoreszierende Glaser. Sehr starke gelbgriine 
Fluoreszenz hat das Lichtfilter GG 17, das man am besten in einer 
Schichtdicke von 0,5 mm verwendet. Schwach rotorange Fluoreszenz 
hat das Filter GG 3. 

Die Ausfiihrung der Messungen gestaltet sich folgendermafen: 
Zunachst wird in das mit den oben genannten Filtern und der Hg- 
Spektrallampe versehene Kolorimeter die Vergleichsfluoreszenzscheibe 
eingesetzt. Die MeBtrommel wird auf einen bestimmten passend ge- 
wahlten Wert eingestellt. Sind die zu messenden Fluoreszenzhellig- 
keiten kleiner als die Helligkeit der Vergleichsscheibe, so stellt man 
hierbei die MeBtrommel auf den Wert Null. Sollen starker und schwacher 
als das Vergleichsfilter fluoreszierende Lésungen untersucht werden, so 
stellt man die MeBtrommel auf 500 usw. Nachdem der gewahlte Wert 
eingestellt ist, kompensiert man durch Verstellen der Regulierblende 
vor der Vergleichszelle. Als Nullinstrument muB8 ein Spiegelgalvano- 
meter von mindestens 10-7 Amp. Empfindlichkeit verwendet werden. 

Nachdem auf diese Weise kompensiert wurde, entfernt man die 
Vergleichsfluoreszenzscheibe wieder aus dem Kolorimeter und _ setzt 
statt dessen die Kiivette mit der zu untersuchenden Lésung in den 
Kiivettenhalter ein. Durch Verdrehen der MeBtrommel wird wieder 
kompensiert und der dann eingestellte Wert abgelesen. Er ergibt an 
Hand einer Eichkurve die Konzentration der untersuchten Lésung. 
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Abb. 8 zeigt eine solche Eichkurve fiir «-Naphthylamin in m/100 
NagHPO,. Als Vergleichsfluoreszenz diente das Filter GG 3 in 1 mm 
Starke, mit dem bei Teilstrich 500 kompensiert wurde. Reines Wasser 
bzw. eine reine Lésung von m/100 NagHPO, ergab den Ausschlag 
986 Teilstriche. Diese geringe Fluoreszenz (groBe Zahlen an der MeB- 
trommel bedeuten geringe Helligkeiten) ist im wesentlichen die Fluores- 
zenz des Kiivettenglases. Man ersieht aus der Eichkurve, daB die Zu- 
nahme der Fluoreszenzhelligkeit mit steigender Konzentration von 
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a-Naphthylamin abnimmt. Bei hohen Konzentrationen tritt schlieBlich 
keine Zunahme der Fluoreszenzhelligkeit mehr ein, da dann schlieBlich 
nahezu das gesamte eingestrahlte ultraviolette Licht absorbiert wird. 

Die Fluoreszenz von «-Naphthylamin ist von der Wasserstoffionen- 
konzentration abhangig. Und zwar ist nur die undissoziierte Base 
fluoreszierend. Abb. 9 zeigt die Abhaingigkeit der Fluoreszenz von der 
Wasserstoffionenkonzentration. Auf Grund der Eichkurve kann hieraus 
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die Abhangigkeit der Konzentration des undissoziierten Amins von der 
Wasserstoffionenkonzentration abgelesen werden. In Abb. 10 ist der 
auf Grund der Fluoreszenzmessungen berechnete (@) und der durch 
elektrometrische Titration (°c) bestimmte Dissoziationsgrad des Amins 


(in %): 4 N H, 


in Abhangigkeit vom px dargestellt. Die Ordinatenskala ist tiber und 
unter 50 °%,-Dissoziation derart gedehnt, daB die Verbindung der MeB- 
punkte eine um 45° geneigte Gerade wird, wenn das untersuchte Gleich- 
gewicht der angenommenen Reaktionsgleichung gehorcht. Wie Abb. 10 
zeigt, stimmen die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen und der elektro- 
metrischen Titration in befriedigender Weise tiberein. Hiernach ergibt 
sich fiir die Dissoziationskonstante des «-Naphthylamins bei 24° C; 
px = 4,26. Die Dissoziationskonstante des «-Naphthylamins wurde 
bereits von Veley (2) aus der Hydrolyse des salzsauren Salzes bei 15° 
zu px = 4,69 bestimmt. Bei Beriicksichtigung der abweichenden Tem- 
peratur und der geringen Genauigkeit der von Veley angewendeten 
kolorimetrischen Methode mu8 die Ubereinstimmung als gut bezeichnet 
werden. Aus diesen Messungen geht hervor, daB selbst schwache 
Fluoreszenzhelligkeiten mit dem lichtelektrischen Kolorimeter noch mit 
groBer Genauigkeit gemessen werden kénnen. 

Aus der Eichkurve ergibt sich, daB man noch etwa 20 y «-Naphthyl- 
amin mit etwa 2° Genauigkeit bestimmen kann. Das erheblich starker 
fluoreszierende Lactoflavin ]a8t sich noch in Mengen von 5 y in 50 cem 
Lésung, d. h. in einer Verdiinnung von 1 : 10000000 mit 2°, Genauigkeit 
bestimmen. Hierbei ist natiirlich Voraussetzung, daB es sich um reine 
Lactoflavinlésungen handelt. Enthalt die Lésung noch andere fluores- 
zierende Stoffe, so kann ein zu hoher Wert erhalten werden, wenn nicht 
die Fluoreszenzausbeute des beigemengten Farbstoffs sehr viel geringer 
als bei Lactoflavin ist. Umgekehrt werden bei Anwesenheit nicht 
fluoreszierender ultraviolett absorbierender Stoffe zu niedrige Werte 
erhalten. Uber Einzelheiten der Lactoflavinbestimmung soll in einer 
spateren Mitteilung berichtet werden. 


Ill. Kolorimetrische Messungen mit ultraviolettem Licht. 


Wegen der groBen Empfindlichkeit der Selensperrschichtphotozellen 
fiir ultraviolettes Licht lassen sich mit dem lichtelektrischen Kolori- 
meter auch ohne weiteres kolorimetrische Messungen mit ultraviolettem 
Licht mit groBer Genauigkeit ausfiihren. Auf diese Weise laBt sich 
eine groBe Zahl von Stoffen kolorimetrisch bestimmen, die zum Teil gar 
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keine Farbstoffe sind, da sie keine in Betracht kommenden Mengen 
sichtbares Licht absorbieren. Hier seien genannt: EiweiBstoffe, Al- 
kaloide, die Mehrzahl der nur schwach gelb gefarbten und wegen der 
geringen Blauempfindlichkeit des Auges schlecht oder gar nicht mit 
visuellen Kolorimetern und Photometern bestimmbaren Farbstoffe usw. 
Auch einfache anorganische [onen, wie z. B. das Ferri-Ion (siehe Abb. 12). 
lassen sich auf diese Weise direkt kolorimetrisch in sehr geringer Konzen- 
tration bestimmen. Abb. 1] zeigt eine Eichkurve fiir das oben behandelte 





./) 
vl 





~ 
$8 











Civetfe 30mm. +» ae tee ~~ | Givelte s0mn. 


50 oe ee 
Fe" —e mg% 








50. 75 Mo ws 
a-Naphtylamin mg% 
Abb. 11. Ausgezogene Linie: Messung Abb, 12. 
im Ultraviolett ; gestrichelte Linie ent- 
spricht der Kurve auf Abb. 8, Messung 
des Fluoreszenzlichtes. 
a-Naphthylamin. Als Lichtquelle dient wiederum die Hg-Spektrallampe 
mit dem Filter UG 2 vor Vergleichs- und MeBphotozelle. Beim Vergleich 
mit der Eichkurve der Fluoreszenzmessung (Abb. 8, 8. 232) erkennt 
man die auberordentlich viel gréBere Empfindlichkeit der fluori- 
metrischen Bestimmung. Dies hat hier seinen besonderen Grund darin, 
da nur ein ganz schmaler Wellenlingenbereich, der besonders gut ab- 
sorbiert wird, die Fluoreszenz anregt. Daher riihrt auch der ver- 
haltnismaBig steile Anstieg der UV-Absorption bei Konzentrationen 
unter 1 mg. 

Wie die Eichkurve von Abb. 12 zeigt, laBt sich das dreiwertige 
Eisen in Konzentrationen von wenigen mg®%, sehr genau bestimmen. 
Bei dieser Eichkurve ist an Stelle der Trommelteilstriche die sich aus der 
absoluten Eichkurve ergebende Extinktion der Eisenlésungen auf- 
getragen. Es zeigt sich, daB fast im gesamten MeBbereich das Beersche 
Gesetz erfiillt ist, woraus hervorgeht, daB der Extinktionskoeffizient 
im gesamten vom Filter UG2 durchgelassenen Ultraviolett nahezu 
gleich groB ist. Die Lésungen (px = 1) sind fiir das Auge vollig farblos. 
Der besondere Vorteil dieser Methode besteht darin, daB das unveranderte 
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Ferri-lon direkt kolorimetriert werden kann, waihrend man sonst ge- 
zwungen ist, mehr oder weniger uneinheitliche und zersetzliche gefarbte 
Eisenverbindungen herzustellen. Auch die Empfindlichkeit dieser 
Methode ist noch ausreichend, um 10 y Fe in der Quarz-Mikrokiivette 
(30 mm Schichtdicke 2 ccm Inhalt) mit 1 bis 2% Genauigkeit zu be- 
stimmen. (Fiir die Fe-Bestimmung mit o-Phenantrolin im sichtbaren 
Licht geniigt eine gew6hnliche groBe Kiivette.) Uber die Bestimmung 
von Vitamin A durch Ultraviolett-Kolorimetrie mit dem lichtelektrischen 
Kolorimeter wird in einer gesonderten Mitteilung berichtet werden. 


Zusammenfassung. 


1. Die Verwendung des vom Verfasser (1) angegebenen neuen licht- 
elektrischen Kolorimeters! fiir Messungen des Absolutwertes der Licht- 
extinktion und des Extinktionskoeffizienten von Lésungen fiir mono- 
chromatisches Licht sowie die Herstellung der Eichkurve wird be- 


schrieben. 
2. Es wird eine Methode angegeben, um mit dem neuen Kolorimeter 
genaue Messungen der Fluoreszenz von Lésungen und damit fluori- 


metrische Bestimmungen fluoreszierender Stoffe auszufiihren. 

3. Die Ausfiihrung kolorimetrischer Bestimmungen ultraviolett 
absorbierender Stoffe durch Kolorimetrie mit ultraviolettem Licht wird 
an Beispielen dargestellt. 


Literatur 
1) R. Havemann, diese Zeitschr. 301, 105, 1939; siehe auch Havemann, 
Klin. Wochenschr. 19, 503, 1940. — 2) Veley, J. of the chem. Soc. London 93, 
2137, 1908. 
1 Das Kolorimeter ist zu beziehen durch die Firma: W. Kauhausen, 
Berlin-Dahlem, IhnestraBe. 














Nachpriifung 
der polarographischen Prager Krebs-Reaktion. 
Von 
I. Albers. 


(Aus der Abteilung fiir Geschwulstforschung d. II. Med. Universitats-Klinik, 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 12, August 1940.) 


Die physikalisch-chemischen Grundlagen der polarographischen 
Reduktionsmethode, die wir den Untersuchungen Heyrovskys (1) ver- 
danken, kénnen als gesichert angenommen werden. Inwieweit dies fiir 
die Bestimmung der im Serum vorhandenen Sulfhydrylgruppen zu- 
trifft, die Brdicka (2) ausgearbeitet hat, werden wir im einzelnen er- 
ortern. 

Die Prager Krebsreaktion, die von Brdicka und Waldschmidt-Leit: 
entwickelt wurde, soll mittels der polarographischen Methode nach 
Brdicka eine quantitative Bestimmung samtlicher Disulfidgruppen 
ermoéglichen. Aufbauend auf den Untersuchungen von Waldschmidt- 
Leitz (3) tiber die verminderie Sulfhydrylaktivitaét der Carcinomseren 
gegeniiber normalen Kontrollen soll die polarographische Methode eine 
hinreichend genaue Krebsdiagnose erméglichen. Waldschmidt-Leitz wie 
Brdicka haben zwar betont, daB es sich hierbei um eine unspezifische 
Reaktion handle, aber stets den hohen Prozentsatz richtiger Resultate 
hervorgehoben. Bevor wir die praktische Brauchbarkeit der Krebs- 
reaktion besprechen, wollen wir zu einigen theoretischen Problemen 
Stellung nehmen, die sich mit den Grundlagen der polarographischen 
Ca-(Krebs)-Diagnose befassen. 


Von Brdicka wurde die Hypothese aufgestellt, daB im pathologischen 
Organismus eine Proteolyse stattfindet, die durch EiweiBzerfall aus dem 
Tumorgewebe verursacht wird. Es lieBe sich denken, meint Brdicka. 
daB nach Art der Abderhaldenschen Abwehrfermente spezielle Enzyme 
entstehen wiirden, die fahig waren, diese EiweiBstoffe abzubauen. Als 
Modellversuch fiihrte Brdicka EiweiB parenteral zu und fand hiernach 
im Serum ein carcinom-positives, polarographisches Ergebnis. Brdicka 
wies damit selbst auf die Unspezifitaét der Reaktion hin. Die Serum- 


veranderung im Sinne einer Ca-positiven Reaktion soll nach ihm auf 
einer allgemeinen Verarmung des Serums an Bestandteilen, welche einen 
Cystinkern besitzen, beruhen. Die im Polarogramm sichtbare Protein- 
doppelstufe wird auf die im Cystinkern vorhandenen Disulfid- bzw. 
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Sulfhydrylgruppen zuriickgefiihrt, wobei die letzteren wegen ihrer 
geringen Quantitaét praktisch zu vernachlassigen sind. Auf diesen 
Vorstellungen ist die Reaktion aufgebaut. Die Disulfidkérper liegen 
aber im nativen Eiweif vollstandig oder teilweise maskiert vor; sie 
werden durch Denaturierung des Serums deutlich in Erscheinung 
gebracht, da durch diesen ProzeB die Struktur des EiweiBmolekiils 
verandert wird. Brdicka hat Lauge-, Waldschmidt-Leitz Hitze-Dena- 
turierung vorgeschlagen. Nach Waldschmidt-Leitz ist aber die Art der 
Denaturierung nicht von wesentlicher, praktischer Bedeutung. Wald- 
schmidt-Leitz schlieBt nun an 10 Minuten Kochen des Serums eine Entei- 
weiiung durch Sulfosalicylsaure an, die eine wesentliche Verscharfung 
der Spezifitat herbeifiihren soll. Wahrend nun ohne EnteiweiBung der 
Seren die Proteindoppelstufe bei Vorliegen eines Carcinoms entsprechend 
der Verarmung an aktiven Disulfidkérpern gegeniiber normalen Seren 
herabgesetzt ist, ist sie nach EnteiweiBung bei Krebsseren erheblich 
hoher als bei den entsprechenden Kontrollen. Die EnteiweiBung ver- 
ursacht demnach eine Umkehr des Befundes. 

Eine Erklaérung der Tatsache, da} bei Krebsseren vor der Ent- 
eiweiBung die Proteindoppelstufe herabgesetzt, nach der EnteiweiBung 
aber erhéht ist, ist weder von Brdicka noch von Waldschmidt-Leitz 
gegeben worden. Wenn man aber das fiir Carcinomseren charakteristische 
Verhalten auf eine Verarmung an Sulfhydryl- bzw. Disulfidgruppen 
zuriickfiihren will, ist es schwer verstandlich einzusehen, warum durch 
die EnteiweiBung statt einer Verarmung eine Vermehrung der Disulfid- 
bzw. Sulfhydrylgruppen hervorgerufen werden soll, sei es, daB sie frei 
oder maskiert vorliegen. Unseres Erachtens miiBte sowohl ohne wie 
mit EnteiweiBung eine Verminderung dieser S—S-Bindungen bei 
Krebsseren zu beobachten sein, falls itberhaupt die Hypothese der ver- 
minderten Sulfhydrylaktivitaét zutrifft. In letzter Zeit nimmt Wald- 
schmidt-Leitz an, daB dieser polarographischen EiweiBreaktion ein 
mucoidahnlicher Kérper zugrunde liege. Bevor aber nicht genauere 
Angaben von Waldschmidt-Leitz gemacht werden, kann diese Vor- 
stellung noch nicht als gesichert gelten. 

Wie Brdicka den Disulfidgehalt fiir die Héhe der polarographischen 
Stufe verantwortlich gemacht hat, so hat Tropp (4) versucht, den 
Schwefelgehalt zur Polarogrammbewertung in Beziehung zu setzen, 
ohne aber eine GesetzmaBigkeit festzustellen. Der Schwefelgehalt des 
Serums hat — wenn wir die Zahlen von T'ropp zugrunde legen, aber 
einen einzigen aus dem Rahmen fallenden Wert ausschlieBen eine 
nicht erhebliche Schwankungsbreite von +- 20°, vom Mittelwert, die 
im Vergleich zu der polarographischen Stufenhéhe mit einer Schwan- 
kungsbreite von -+- 45% gering erscheint. Die Erhéhung der Doppel- 
stufe im enteiweiBten Serum ist aber nicht nur bei Ca-Fillen, sondern 
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auch bei entziindlichen Erkrankungen zu beobachten; hierbei ist es 
bekannt, da’ eine Verschiebung des Albumin-Globulingleichgewichts 
zugunsten des Globulins eintritt. Das Globulin enthalt bedeutend 
weniger Schwefel und gleichfalls viel weniger S-haltige K6rper, wie z. B. 
Cystin, als das Albumin, so daf es damit unwahrscheinlich gemacht 
wird, dai die hohe Proteinstufe bei entziindlichen Erkrankungen 

- oder iiberhaupt jede Proteindoppelstufe — auf eine Vermehrung der 
S-Korper oder S—S-Gruppen zuriickzufiihren ist. Es kénnte noch 
hiergegen der Einwand erhoben werden, daB die Sulfhydrylkérper nicht 
aus dem Serumeiwei freigemacht wiirden, sondern schon vor der 
Denaturierung in demselben Umfang wie nach der Denaturierung vor- 
handen seien. Dem widerspricht aber der polarographische Befund, 
demzufolge die EiweiBdoppelstufe nach der’ Denaturierung héher wird, 
also nach der Anschauung von Brdicka die Zahl der Disulfidgruppen 
sich erhéht. 


Diese Ausfiihrungen lassen erkennen, wie ungesichert die theoreti- 
schen Grundlagen der polarographischen EiweifSbestimmung und erst 
recht der polarographischen Carcinomdiagnostik sind. Der Vorteil 
liegt in der Einfachheit der Methodik und in der Objektivitat der Aus- 
wertung. Die Reproduzierbarkeit der Kurven kénnen wir bestitigen, 
wenn die Angabe von Brdicka beachtet wird, daB die Stufenhéhe der 
Seren nach einigen Tagen zunimmt. Dieser Befund war auch dann zu 
erheben, wenn die Reagensgliaser, in denen die Seren aufbewahrt wurden, 
festverschlossen waren. Wir sind nicht wie T'ropp der Ansicht, daB die 
Wasserverdampfung bei Eisschranktemperatur so groB ist, daB die nicht 
unerhebliche Erhéhung der polarographischen Stufe auf eine Ein. 
dickung des Serums zuriickgefiihrt werden kann. Diese Frage ist von 
groBer, praktischer Bedeutung, weil negative Seren nach 8 bis 10 Tagen 
Ca-positiv werden, d.h. die Diagnose unrichtig wird. Wir haben daher 
einige Seren 4 bis 11 Tage stehen lassen und die Stufenhodhe registriert 
(siehe Tabelle I). 


Tabelle I. Verinderung der polarograpkischen Stufenhéhe durch 
Stehenlassen der Seren bei + 4° EnteiweiBung mit Sulfo- 
salicylsaure, Cobaltichloridpuffer. 


Polarogramm. 





Datum Protokoll Nr. Hohe in mm Datum || Protokoll Nr. Hohe in mm 


12. IV. 133 36,0 23. IV. 133 43,é 
12. IV. 134 33,5 23. IV. 134 42, 

13. IV. 136 37,9 23. IV. 136 47,0 
15. IV. 148 34,0 23. IV. 148 39,9 
23. IV. 189 46,0 27. TV. 189 52,0 
23. IV. 190 29,6 27. IV. 190 33,8 
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Aus Tabelle I geht hervor, daB nach 11 Tagen die Proteindoppel- 
stufe von Seren, die bei Eisschranktemperatur aufbewahrt wurden, 
erheblich ansteigen kann. Ein geringer Anstieg ist schon nach 4 Tagen 
zu beobachten. Meyer-Heck (5) fand bei Stehenlassen bis zu 8 Tagen 
keinen wesentlichen Unterschied der Stufenhéhe. Unsere Befunde 
lassen erkennen, daB Seren, die langere Zeit aufbewahrt wurden, fiir 
eine Diagnosestellung nicht mehr brauchbar sind. Die Forderung von 
Brdicka (2), daB die Seren innerhalb der ersten 2 bis 3 Tage nach der 
Blutentnahme polarographiert werden miiBten, ist daher unbedingt 
einzuhalten. Die Erhéhung der Proteinstufe kénnte man vielleicht auf 
proteolytische Vorgange im Serum zuriickfiihren. 

Da von anderer Seite angegeben wurde (4), daB hamolytische 
Seren fiir diagnostische Zwecke nicht zu verwenden sind, haben wir den 
Einflu8 der Hamolyse auf die polarographische Stufenhéhe gepriift. 
Mit dest. Wasser hamolysierter Blutkuchen wurde unverdiinnt, | : 1 und 
1:4 verdiinnt dem Versuchsansatz zugefiihrt. Die Gesamtmenge der 
zu untersuchenden Lésungen war in allen Ansatzen gleich. Eine wesent- 
liche Stufeninderung konnten wir nicht feststellen. 

Nach diesen orientierenden Versuchen haben wir mit der Sulfo- 
salicylsiure-Methode und im Parallelansatz mit der Alkoholfraktionierung 
von Waldschmidt-Leitz und Mayer eine Anzahl Seren untersucht. Die 
Alkoholfraktionierung zwischen 66 und 80°, Alkohol soll den Mucoid- 


kérper fallen und eine Unterscheidung der positiven Entziindungsfalle 
von den Carcinomfallen erméglichen. Da der positive Ausfall der 


Reaktion bei Vorliegen eines Carcinoms allgemein hervorgehoben wird, 
wobei nur Plattenepithelcarcinome, scirrhése Carcinome und Carcinome 
des Rectums eine Ausnahme machen sollen (Meyer-Heck) aber die 
Spezifitat einer Methode erst durch das Ca-negative Ergebnis der 
Kontrollen gesichert wird, haben wir unser Hauptaugenmerk auf eine 
groBere Zahl von Nichtcarcinomen gelegt. Die Carcinome haben wir 
in Tabelle II zusammengefaBt. 


Methode. 


Puffer: 3 10-32 Hexamincobaltichlorid = 2,6754 g in 1000cem aqua 
dest., In NH,Cl; 1n NH,; 25°, Sulfosalicylsiure; Pufferzusammen- 
setzung: 10 cem Hexamincobaltichlorid, 10cem NH,Cl, 20 cem NH, ad 
90cem aqua dest. Im Ansatz 0,5ccm Serum + 1 ecm Wasser 10 Min. 
gekocht. EnteiweiBung mit | cem Sulfosalicylsdure, 0,5 cem des Filtrats zur 
Bestimmung. Alkoholfraktionierung; 0,5 cem Serum + 1 ecem aqua dest. 
10 Min. gekocht und mit 3cem Alkohol enteiweiBt. 0,5 cem des Filtrats 
zur polarographischen Bestimmung. Weitere Behandlung wie iiblich. 


Die Auswertung wurde so vorgenommen, da die Stufenhéhe bis 
37mm als negativ, von 37 bis 40 mm als fraglich, iiber 40 mm als 
positiv bezeichnet wurde. Das Ergebnis aus Tabelle II bestatigt die 
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Tabelle II. Untersuchung der Krebsseren. 
Empfindlichkeit */199. 





Polarographische 
Stufenhéhe nach 
EnteiweiBung mit 
Protokoll sy || Refraktion SR. Diagnose 
Sulfo- \| 
salicyl- Alkohol || 
Nr. siure H 





70 48,0 53,7 70/100' Magen-Ca 
71 48,0 51,0 , 104/117) Dickdarm-Ca 
72 47,0 52,2 - - Magen-Ca mit Metastasen 
88 34,1 35,6 15/24 | Magen-Ca 
87 54,2 57,0 ,o— Pankreas-Ca mit Metastasen 
93 33,8 39,6 We Magen-Ca 
123 58,0 49,2 26/34 || Bronchial-Ca 
128 87,7 42,6 é » || Magen-Ca 
135 37,3 43,2 - Darm-Ca 
163 39,7 44,2 Magen-Ca 
167 48,0 50,6 Collum-Ca 
174 52,6 53,2 Dickdarm-Ca 
175 : 50,9 Collum-Ca St. 4 
176 5 54,7 Collum-Ca St. 3 
177 45,2 — Collum-Ca St. 2 
189 54,2 72106 Ca in abdominalen Leber- 
metastasen 
121/135, Bronchial-Ca mit Metastasen 
Magen-Ca 
| 40/62 | Bronchial-Ca 
54/90 | Vulva-Ca 
Blasen-Ca 
- Dickdarm-Ca 
| 104/122 Collum-Ca 
25/46  Corpus-Ca 
30/60  Collum-Ca 
Osteomyelitis-Ca 
18'50 | Scheiden-Ca 
114/124) Collum-Ca 
31/67 Bronchial-Ca mit Metastasen 
18/34 | Magen-Ca mit Metastasen 
Magen-Ca mit Metastasen 
Dickdarm-Ca 
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allgemeine Auffassung, daB die meisten Carcinome ein positives Re- 
sultatergeben. Der negative Ausfall betrifft : 1 Scheiden-Ca, 1 Magen-Ca. 
Einige fragliche Ergebnisse wurden bei 1 Collum-Ca, Stad.2; 1 Corpus-Ca, 
sowie 2 Magen- und 1 Darm-Ca erhalten. Von 32 Carcinomen sind 7 
negativ oder fraglich. 

Wichtig ist nun das Verhalten der Reaktion bei Entziindungen. 
Bei Felkel (6) und Meyer-Heck (5) ergeben die Entziindungen prozentual 
ebenso haufig Ca-positive Reaktionen, wie die Carcinome selbst. Auch 
Waldschmidt-Leitz (3), Brdicka (2), Kéhler und Griessmann (7), Bern- 
hard (8), Tropp (4), Wedemeyer und Daur (9) und Bergh, Henriques und 
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Tabelle III. 
Empfindlichkeit 1/99. 





Polarographische 
Stufenhéhe nach ‘ 
protokoll SR. EnteiweiSung mit — Diagnose 
Sulfosalicyl- 
shure Alkohol 


32,7 44,0 
28,7 41,2 
30,0 39,5 
46,7 51,0 
35,2 45,0 
27,5 38,0 
37,0 52,4 
30,0 42,0 Asthma bronchiale 
33,3 42,0 Uleus ventr. 
32,5 45,0 Grippe 
29,5 40,0 
36,0 44,7 Pneumonie 
30,7 42,0 Herzinsuffizienz; partieller Block 
32.0 Neuralgie 
37,8 42,5 Cystopyelitis 
ber- / 29,6 40,7 Bronchitis 

/ 33,0 | 488 
stasen / 35,8 44,8 
31,0 
24,2 38,7 
37,0 44,7 
35,5 41,0 
30,0 40,0 
31,0 44,5 
32,3 50,7 
29,0 39,4 
31,8 42,0 
34,1 46,7 
33,5 43,5 
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Neuritis 
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Myodegeneratio 
Bronchitis 
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Obstipation 
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Diabetes 
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stasen [3 34,7 48,3 Anfalle von BewuBtlosigkeit 
sen ‘ | 33,6 40,4 Lues; Spondylosis deform. 
sen 9/2 30,0 41,5 Ischias; DarmabszeB 
31,0 46,0 o. B. 
31,0 40,8 ), Ischias 

12/27 37,2 43,5 Gastritis 
» Re- 15/28 || 328 | 446 | 6, Ischias 
n-Ca. y 15/31 45,0 44,5 by Meningitis 
on 16/35 43,7 62,1 | 7 Alte inakt. Tbe. 
«Sigg 17/27 36,0 49,0 j Arthrosis deform. 
ind 7 15/24 34,1 35,6 

18/41 40,2 43,2 Pyelitis 

18/47 37,0 46,0 = Diabetes 
ngen. 20/42 35,5 43,0 . Tbe. pulm. cirrh. cav. 
ntual . 20/45 34,1 42,7 9.46 Meningitis 
Auch ao 40 41,3 47,0 ; Angina pect.; Grippe 

20/49 50,0 59,0 . Grippe 
Bern- é 22/44 47,0 50,0 . Meningitis 


s und 22/54 32,5 41,5 Zustand nach Gastroentero- 
stomie 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Polarographische 
Stufenhéhe nach 


Protokoll SR. EnteiweiBung mit — Diagnose 


99 23 /é 33,5 44,8 | Enteritis 

125 23, 50,0 | 548 | Herzinsuffizienz 

252 23/ 53,0 46,0 | Bronchitis 

253 || 23; 87,0 | Lumbago 

154 24, 9.7. | Bae Perniciése Anamie 

58 25/52 52,4 — Miliar- Meningitis 

90 25/6 40,9 49,7 || | Myodegeneratio 

124 || 26/ | 47,6 54,0 | Uleus duod. 

152 || 26, 37,0 49,6 | 5,9 | Zustand nach Gastroentero- 
| stomie 

184 26 | 46,2 52,6 5 Uleus ventr. 

102 / 39,1 47,6 || | Lues cerebrosp. 

241 || 26, | 36,2 41,2 | || Gallenbl. Hydrops 

134 || 27/54 | 33,5 47,8 | & | Tbe. pulm. 

142 || 27/62 || 36,0 45,0 | || Sek. Schrumpfniere 

180 || 28/ 42.4 44,2 || || Bronchitis 

230 || 28/ | 86,4 45,3 | Pyelitis 

218 | 30/60 | 33,2 42,7 | | Apoplexie, Arteriosclerose 

48 | 31/ 35,0 38,8 | — _ || Cholecyst.; subacide Gastri- 

| §pondylosis deform. 

227 31/42 39,0 | 61,0 | || Cholecystitis 

4 | 32/6 oe 43,2 | | Coronarinsuffizienz 

1 | é 36, 6,6 || || Lungen-Tbe. 

210 || 35/ 523 | 562 ! Grito oe 

96 || 36/ 38,7 | 42,5 8,52 || Cystopyelitis 

209 || 37/68 | 29,0 | 44,7 5 | Perniciése Anamie 

186 || 38/2 34,2 | 46,2 | Uleus ventr. 

95 / 29,6 | 385 || § | Thrombophlebitis 

256 / 43,0 42.0 || Diabetes 

129 / 33,0 41,0 Zustand nach Pleuritis; Pleura- 

schwarte 

203 / 46,5 | 49,1 Myodeg.; Cystitis 

242 / 41,1 | 47,0 Rheuma; Myalgie ohne nach- 

weisbaren Fokus 

114 / 36,1 | 44,6 Myodegeneratio 

206 || 50/ 51,0 | 46,5 Bronchopneumonie 

57 || 52/ 49,6 | - Tbe. pulm. 

82 54/ | =. 48,0 Tbe. pulm. cirrh. cav. 

109 5/7 84,6 | Herzinsuffizienz 

148 55/67 34,0 Meningitis epidemica 

213 55, 37,0 Asthma bronchiale 

220 || 58/9% 39,4 | 52,5 D4 Myocardschaden 

245 || 60/ 58,0 : Myodeg. cordis; malign. Struma? 

204 || 65/ 74,5 . Grippe; Lues II 

151 || 68/12 42,0 Polyarthritis; Endocarditia 

139 || 72/85 36,0 Mitralvitium 

83 || | 88,5 Tbe. pulm. 

164 | 27, 52,4 Apoplexie 

216 /s 48,3 Apoplexie 

98 } 37,4 Angina 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Polarographische 
Stufenhéhe nach 


Protokoll SR. EnteiweiBung mit —— Diagnose 


Sulfosalicy)- : 
Nr. sure Alkohol 


183 90/118 §1,1 58,0 6,1 Bronchopneumonie 

188 95/115 46,5 44,2 5,8 Herzinsuffizienz; Lues 

193 100/118 61,0 53,3 6,4 Ikterus 

229 | 115/145 68,0 56,5 7,2 Venenthrombose post partum 

56 =»113/135 61,8 - Tbe. Kas. Pneumonie 

55 = 135/140 45,6 46,8 — Tbe. pulm. 

144 150/155 37,0 47,0 10,34 Hodgkin?, Bronchitis; Herpes 
zoster 


Schousboe (10) geben an, da Entziindungen positiv reagieren. T'ropp hat 
durch die EiweiBkorrektur bei der Pepsinsalzsiuremethode von Brdicka 
eine wesentliche Verbesserung des Resultats erzielen k6nnen. Wir haben 
die Methode von Waldschmidt-Leitz bevorzugt, die eine EiweiBkorrektur 
nicht notwendig macht. Im folgenden haben wir simtliche Kontroll- 
fille nach der Blutsenkungsgeschwindigkeit zusammengestellt, um 
einen etwaigen Zusammenhang zwischen der SG. und dem Ausfall der 
Reaktion zu erfassen. Gleichzeitig wurde die Alkoholdifferenzierung 
von Waldschmidt- Leitz durchgefiihrt. Wir finden die Zusammenstellung 
in Tabelle IIT. 


Entsprechend dem Ergebnis der Tabelle III kénnen wir bestatigen, 
daB die Mehrzah! der Entziindungsfalle positiv reagiert. Eine Differen- 
zierung durch die fraktionierte Alkoholfaillung ergab keine Verbesserung 
des Resultats. Eine strenge Proportionalitét zwischen dem Ausfall 
der Reaktion und der SG. besteht nicht, wenn auch haufig stark ent- 
ziindliche Erkrankungsfille, die von einer hohen SG. begleitet sind, eine 
Erhéhung der Doppelstufe aufweisen. 


Wenn wir von dem negativen Ausfall der polarographischen Re- 
aktion bei Oberflachencarcinomen und vereinzelten Fallen des Magen- 
darmtraktes absehen, lat sich zusammenfassend sagen, daB der negative 
Ausfall des Polarogramms gegen das Vorliegen eines Carcinoms spricht. 
Genaue Angaben kénnen wir jedoch erst machen, wenn wir iiber ein 
gréBeres Material der Oberflachencarcinome verfiigen. 


Ergebnis. 

Bei der Beurteilung der vorliegenden Carcinomfalle und einer aus 
einem gemischten klinischen Material bestehenden Kontrollserie laBt 
sich ohne weiteres erkennen, da die gréBere Anzahl der Carcinome ein 
richtiges Resultat ergibt. Der Wert der Reaktion wird aber dadurch 


17* 
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sehr erheblich eingeschrankt, daB fast alle stark entziindlichen Prozess 
gleichfalls ein positives Ergebnis zeigen. Die praktisch brauchbarsten 
Werte erhalten wir, wenn die Stufenhéhe bis 37 mm als negatives, von 
38 bis 40 mm als fragliches, iiber 40 mm als positives Ergebnis gewertet 
wird. Durch die Alkoholfillung konnte die Spezifitat der Reaktion 
nicht erh6ht werden. Wir kénnen daher die Angaben von Waldschmidt- 
Leitz und K. Mayer nicht bestatigen. Eine wirkliche Verbesserung des 
Reaktionsergebnisses ist vielleicht dann méglich, wenn es gelingt, den 
fiir die sog. Proteindoppelstufe verantwortlichen Stoff zu isolieren. 
Wir stimmen mit Waldschmidt- Leitz darin iiberein, daB es sich vermutlich 
nicht um Disulfid- oder Sulfhydrylkérper handelt. Inwieweit die 
Reaktion bei der Kontrolle von operierten oder bestrahlten Carcinomen 
wertvoll ist, wird sich erst in einem groBen Untersuchungsmateria| 
erkennen lassen, Insoweit kénnte die polarographische Reaktion von 
Bedeutung sein, als bei einem negativen Ergebnis in der Mehrzahl der 
Fille ein Carcinom ausgeschlossen werden kann. Falsche Resultate 
ergeben scheinbar Genitalearcinome kleineren AusmaBes. Nach Ab- 
schluB gréBerer Reihenuntersuchungen werden wir tiber unsere weiteren 
Erfahrungen wieder berichten. 


Der deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die in jeder 
Weise gewahrte Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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Leberglykogengehalt und Oxydationslage 
im Zwischenstoffwechsel bei der Gabe von Amino- 
siuren und Aminosiiurengemischen an Stelle des 
NahrungseiweiBes in der gemischten Nahrung. 
Von 
Adolf Biekel. 
(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 5, August 1940.) 


Durch meine und meiner Mitarbeiter Experimentaluntersuchungen 
an Tieren und Menschen war eine Dauersteuerung wichtiger Vorgange 
im Zwischenstoffwechsel durch Menge und Art des Nahrungseiweifes 
und damit auch durch Menge, Art und Mischung der zur Resorption 
gelangenden Nahrungseiweifderivate, vor allem der Aminosauren, 
festgestellt worden. Damit war das NahrungseiweifS neben seinen 
Funktionen, als Baustein- und Warmelieferant zu dienen und in der 
am Lungengaswechsel erkennbaren spezifisch-dynamischen Wirkung 
im unmittelbaren AnschluB an seine Resorption voriibergehend eine 


Extrasteigerung der Verbrennungen auslésen zu kénnen, in seinen 
Derivaten auch als Genosse der anderen Dauerregulatoren des Stoff- 
wechsels, besonders der Hormone und Vitamine, erkannt worden, 
unbeschadet der Tatsache, daB fiir einige wenige EiweiBabkémmlinge 
(Cystin, Cystein, Glutathion) ein derartig steverndes Eingreifen in den 
Stoffwechselablauf bereits bekannt war. 


Die wissenschaftliche Bewertung der Bedeutung des Eiweibes in 
der Nahrung wurde durch unsere Untersuchungen wesentlich geandert. 
Man erkannte, da® seine Funktionen viel umfangreicher sind, als man 
es bisher angenommen hatte. 

Die Geringschatzung, die das EiweiB als Nahrungsmittel in den 
letzten Jahrzehnten von gewissen Arzten (Hindhede, Rose, Bircher- 
Benner u.a.) erfahren hatte, konnte nur herriihren aus mangelhafter 
Einsicht in die Rolle, die es im Stoffwechsel zu spielen hat. 

Das wesentliche Ergebnis der obenerwahnten Untersuchungen in meinem 
Laboratorium war folgendes: 

1. Die Oxydationslage im Zwischenstoffwechsel, die an den Werten 
der Harnquotienten C : N und Vakat-O: N unter der Voraussetzung gewisser 
allgemeiner Versuchsbedingungen erkennbar ist, wird in wesentlicher Weise 
durch Quantitét und Qualitat des NahrungseiweiBes auf regulatorischem 
Wege bestimmt. [Uber die genaue Untersuchungstechnik siehe Bickel (11).} 
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2. Der Leberglykogengehalt wird unter der Voraussetzung eines aus 
giebigen Kohlenhydrat- und hinreichenden Fettgehalts der im iibrigen in 
jeder Hinsicht vollstandigen Nahrung in wesentlicher Weise durch die 
Quantitaét und Qualitét des NahrungseiweiBes bestimmt, und zwar unab.- 
hangig von dem glykogenbildenden Vermégen des EiweiBes, so daB auch 
hier eine regulatorische Wirkung angenommen werden muB. 

Was fiir das native EiweiB gesagt wurde, gilt sinngemaB fiir seine 
zur Resorption gelangenden Derivate. 

Wir haben in der Tat den Nachweis der steuernden Wirkung einzelne1 
Aminosaéuren oder von Aminosiurengemischen auf die Oxydationslage im 
Zwischenstoffwechsel bringen kénnen und verabfolgten bei diesen Versuchen 
die Aminosduren entweder als totalen oder als partiellen Ersatz des Nahrungs 
eiweiBes oder als zusitzliche Gabe zum Nahrungseiwei. 

Uber die Ergebnisse dieser bislang vorliegenden Versuche habe ich (1) 
in meiner Schrift: ,,Uber die Beziehungen der Qualitdt des Nahrungseiweipes 
zum Ablauf des Betriebsstoffwechsels** im Jahre 1938 eingehender berichtet. 
Damals verfiigten wir jedoch noch iiber keine Versuche, die geeignet waren, 
die steuernde Wirkung der Gabe von Aminosauren auf den Leberglykogen- 
gehalt zu demonstrieren. 

Mittlerweile habe ich (2) in einer Studie an Ratten in Gemeinschaft mit 
A. Haug nachweisen kénnen, daB zusitzliche Gaben der aglucoplastischen 
Aminosaure |-Tyrosin in verhaltnismaBig geringfiigiger Menge (0,2 g Tyrosin 
= 16mg N pro Tier und Tag) zur eiweiBfreien, gemischten und im iibrigen 
vollstandigen Nahrung den Leberglykogengehalt stark erniedrigen. Bei 
den N-frei ernihrten Tieren war der Leberglykogengehalt 60 bis 70°, héher 
als bei denjenigen, die die Tyrosinzulage erhalten hatten. 

Da anderweitige Untersuchungen tiber den regulatorischen Einflul 
chemisch reiner Aminosduren oder Aminosdurengemische auf den 
Leberglykogengehalt unter den erwahnten Versuchsvoraussetzungen 
nicht vorlagen, war es wiinschenswert, weiteres experimentelles Material 
zusammeln. DaB bei diesen Arbeiten auch gelegentlich die Oxydations- 
lage durch Bestimmung der erwahnten Harnquotienten mitberiick- 
sithtigt wurde, versteht sich von selbst. 

An der Durchfiihrung der Versuche, tiber die ich im folgenden 
berichte, haben die in meinem Laboratorium arbeitenden Doktoranden 
Lieke, Rosenfeld, Haug, Kuhn, Jochmann und Trappe teilgenommen. 


Den Ausgang bildeten Versuche mit zwei in der tiblichen Weise 
mit Schwefelsiure hergestellten, die braunen Ballaststoffe noch ent- 
haltenden Hydrolysaten des Caseins und des Weizenklebereiweifes. 


Es zeigte sich, daB der N-aquimolekulare Ersatz des nativen Caseins, 
das der Nahrungs-N-Trager in einer definierten Versuchsnahrung war, 
durch das mit Schwefelsiure hergestellte Caseinhydrolysat beim Versuch 
an weiBen Ratten keinerlei Anderungen in den Werten der Harnquotienten 
C: N und Vakat-O: N ausloéste [Licke (3)], waihrend bei dem entsprechenden 
Weizenkleber-Weizenkleberhydrolysatversuch im letzteren Falle eine, wenn 
auch nur sehr geringfiigige und voriibergehende Steigerung besonders be) 
Vakat-O:N sichtbar wurde. Das damals verwandte Kleberhydrolysat 
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entsprach in seiner Wirkung also nicht ganz derjenigen des nativen Klebers 
{Rosenfeld (4)). 

Bei einem spater ebenfalls durch Schwefelsiurehydrolyse bereiteten 
Weizenkleberhydrolysat aus dem gleichen Ausgangspredukt, aus dem 
das erste hergestellt worden war (Glidin von der chemischen Fabrik von 
Dr. Klopfer in Dresden), mit anschlieBender Reindarstellung der Abbau- 
produkte als schneeweiBes, kristallinisches Pulver war ein Unterschied 
in der Lage der Harnquotienten bei der vergleichenden stichproben- 
maBigen Priifung des nativen Klebers und seines genannten gereinigten 
Hydrolysats nicht vorhanden. 

DaB trotz des gleichmaBigen Verlaufs des Casein-Caseinhydrolysat- 
versuchs mit dem ungereinigten Hydrolysat auch das Caseinhydrolysat 
keinen vollwertigen Ersatz des Caseins bedeutete, wie es fiir das damals 
gleichzeitig hergestellte Weizenkleberhydrolysat aus dem leicht unter- 
schiedlichen Verhalten der Harnquotienten hervorging, zeigte sich dagegen 
erst bei Mischungsversuchen. Es wird namlich die durch Hafermehl oder 
Kartoffel als Nahrungs-N-Trager in der gemischten, definierten Versuchs- 
nahrung im Gegensatz zum entsprechenden Caseinversuch unterhaltene 
hohe Harnquotientenlage allmahlich bis zu einem bestimmten erniedrigten 
Niveau gesenkt, wenn man den Hafermehl- oder Kartoffel-N zu zwei Dritteln 
durch N des nativen Caseins ersetzt. Das gleiche trat nun bei einem ent- 
sprechend angeordneten Hafermehl-Caseinhydrolysatversuch ein [Haug (5)], 
wihrend bei dem Kartoffel-Caseinhydrolysatversuch der Senkung eine 
voriibergehende kraftige initiale Steigerung der Harnquotienten voraufging 
[Kuhn (6)]. Der verschiedene Verlauf des Ubergangsstadiums bei Ver- 
wendung von nativem Casein an Stelle seines Hydrolysats bei analog an- 
geordneten Versuchen zeigt an, da das verwandte Caseinhydrolysat nicht 
dem nativen Casein véllig gleichwertig war [ Bickel (7)|. Ich erinnere daran, 
daB die Zeit, die verstreicht, bis die hohe Quotientenlage nach der genannten 
Mischung der Nahrungs-N-Trager ihren definitiven Tiefstand erreicht hat, 
das ,,Ubergangsstadium“: genannt wird [ Bickel (8)]. 

Alles dies gilt natiirlich nur fiir die bei den vorstehend geschilderten 
Versuchen verwandten Hydrolysate. Andere Hydrolysate aus Casein oder 
Weizenkleber kénnen sich anders verhalten. Denn wir wissen vorziiglich 
aus Abderhaldens (9) Beobachtungen, wie unterschiedlich das Ergebnis 
selbst bei der Hydrolysierung ein und desselben Eiweibes in Abhangigkeit 
von dem Herstellungsverfahren zu sein vermag. So erklart sich wohl auch 
das etwas ungleiche Ergebnis bei denWeizenkleber-Weizenkleberhydrolysat- 
versuchen, bei denen in dem einen das ungereinigte, in dem anderen das 
gereinigte Hydrolysat benutzt wurde. Daf die Huminstoffe und die anderen 
Beimengungen in dem ungereinigten Hydrolysat ohne EinfluB auf die 
Oxydationslage sind, ergibt sich aus den folgenden Beobachtungen. 


Bei diesen Experimenten wurde auch gleichzeitig der Leber- 
glykogengehalt bestimmt. 


Um ihnen nebenbei eine praktisch-diatetische Bedeutung zu geben, 
besonders aber aus Griinden der erleichterten Materialbeschaffung, 
wurden sie mit der Maggischen Suppenwiirze gemacht, die ein aus 
eiweiBhaltigen Nahrungsmitteln gewonnenes Saurehydrolysat darstellt 
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und die aus solchen eiweiBhaltigen Rohstoffen hergestellt worden war 
von denen jeder, wofern er der alleinige EiweiBtrager in einer definierten 
Versuchsdiat ist, sich mit einer niedrigen Harnquotientenlage verkoppelt 
erweist, wie sie unter solechen Bedingungen vom Casein unterhalten wird. 
Von einer gréBeren Menge Wiirze, deren Kochsalzgehalt bei der Her. 
stellung niedrig gehalten war, nahm man einen Teil ab und stellte aus ihm 
das darin enthaltene EiweiSderivat-, also vornehmlich Aminosauren. 
gemisch als schneeweiBes, kristallinisches Pulver in chemisch reiner Form 
dar. In der definierten Nahrung war dann entweder die Wiirze als braunes 
Hydrolysat oder in N-aquimolekularer Menge das genannte weiBe Amino 
siurengemisch bei den Vergleichsversuchen der Nahrungsstickstofftrager. 
Analyse der Wiirze. 

Trockensubstanz 58,00 °, 

Wasser 42,00 °,, 

Organische Substanz 52,00 %, 

Mineralstoffe 6,05 % 

Chlor 0,31 % 

1,31% 

71,31 % 

1,2568 


Analyse des aus der Wiirze erhaltenen reinen 
Aminosaurengemisches. 


11,50 % 
1,26% 


Zu dem Versuch (Versuch 1) wurden 3 Gruppen von weiBen Ratten 
ihnlichen Kérpergewichts verwandt. Die erste Gruppe von 6 Tieren 
bekam die eiweiBfreie, gemischte Grundkost. Die zweite Gruppe von 
7 Tieren erhielt diese Kost mit Zulage von 11,62 cem Wiirze (= 0,13 g N 
pro Tier und Tag). Die dritte Gruppe von 7 Tieren erhielt die Grundkost 
mit Zulage von 7,91 g Aminoséurengemisch aus der Wiirze (= 0,13 g N 
pro Tier und Tag). Die drei Diaten machte man durch entsprechende 
Bemessung ihres Fett- und Kohlenhydratgehalts kalorisch gleich. 
Die Tagesration des Futters wurde von den Tieren immer quantitativ 
aufgefressen. 


Aus den im experimentellen Teile meiner Arbeit mitgeteilten 
Versuchsprotokollen (Versuch 1) geht nun hervor, wie es tibrigens schon 
durch eine Studie meines Mitarbeiters Grapentin (10) bekannt war, 
daB bei der eiweiBfreien Ernahrung die Harnquotienten hoch liegen 


Wiirze, wie auch der aus ihr gewonnenen reinen Aminosauren in die 
eiweibfreie Kost die Harnquotienten auf die niedrigen Werte (C: N = 1,0 
bis 1,03, Vakat-O: N = 1,73 bis 1,75) senkt, die in der Regel bei der- 
artigen Versuchen sich einstellen, wenn Casein mit annihernd gleicher 
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N-Menge in einer auch sonst ahnlich zusammengesetzten Nahrung das 
NahrungseiweiB bildet [C: N = 1,07, Vakat-O: N == 1,49 (Bickel (11)]. 

Man ersieht aus diesera Versuch, daB die Beeinflussung der Harn- 
quotienten in dem braunen, an Ballaststoffen reichen Hydrolysat, das 
die Wiirze darstellt, ausschlieBlich an dessen Aminosaurengehalt ge- 
kniipft ist. Denn die Harnquotienten sind bei dem Wiirzeversuch und 
dem Versuch mit den aus der Wiirze isolierten Aminoséuren praktisch 
identisch. Der Versuch lehrt aber zugleich, daB die hier verwandte 
Maggische Suppenwiirze in ihrem Aminosdurengemisch die Oxydationen 
im Zwischenstoffwechsel in derselben Weise steuert, wie ceteris paribus 
das Casein es tut, bei dem bekanntlich die energetische Materialaus- 
nutzung bei der vitalen Oxydation vorziiglich ist, und daB das gleiche 
darum auch fiir die genannte Wiirze gilt. 

Im Vergleich zur eiweiBfreien und praktisch tiberhaupt N-freien 
Nahrung bewirkte die Nahrung, deren N-Trager entweder die Maggische 
Suppenwiirze oder das aus ihr gewonnene reine Aminosdurengemisch 
in N-aquimolekularer Menge war, eine Senkung des Leberglykogen- 
gehalts. 

Im Mittel enthielt die frische Leber von 6 Versuchsratten mit der 
N-freien Kost 4,63 ° Glykogentraubenzucker, wahrend die mit Wiirze 
oder ihrem reinen Aminosaéurengemisch ernahrten beiden Gruppen von 
je 7 Ratten, die ersteren 4,13 °,, die letzteren 4,07 °,, Glykogentrauben- 
zucker im Mittel in ihren Lebern aufwiesen. Wahrend des Versuchs war 
das K6érpergewicht bei allen Tieren fast konstant. 

Diese Versuche zeigen, daB das in der Wiirze enthaltene Amino- 
siurengemisch einen geringen, aber deutlich senkenden EinfluB auf den 
Leberglykogengehalt hat; denn bei der N-freien Nahrung besaBen die 
Lebern 12,2 °% mehr Glykogen als bei den beiden Nahrungen mit Amino- 
sdurenzugabe. 

Es war nun wiinschenswert zu wissen, wie ein aus einer Reihe 
eiweiBhaltiger Nahrungsmittel gewonnenes Aminosdurengemisch, von 
dem wir sahen, da8 es die Oxydationslage fast genau so wie natives 
Casein unter entsprechenden Versuchsbedingungen beeinfluBt, sich im 
Vergleich zu einem entsprechend hergestellten Caseinhydrolysat verhalt 
(Versuch 2). 

Zu diesem Zwecke wurde Casein (Hammarsten) unter Einhaltung 
derselben Methodik, die bei der Darstellung der Wiirze angewandt worden 
war, mit Schwefelsiure hydrolysiert und es wurden aus dem Hydrolysat 
die Aminosauren als schneeweiBes, kristallinisches Pulver isoliert. 

Analyse des Aminoséurengemisches aus Casein 
(Hammarsten ) . 
Wasser 
:. OF 
$8 0,-Ion 0,127% 
Chlor Spuren 
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Im iibrigen war die Versuchsanordnung dieselbe wie bei den friiheren 
Versuchen. Es wurden 5 Ratten (Versuch 2) mit dem eiweiB- bzw. 
N-freien Futter ernahrt, 10 Ratten erhielten die Zulage der chemisch- 
reinen Caseinaminosduren, 10 Ratten diejenigen der chemisch-reinen 
Wiirzeaminosauren in N-aquimolekularen Mengen. Diesmal wurde das 
N-freie Grundfutter in gleicher Zusammensetzung an alle Tiergruppen 
verfiittert und die Aminoséuren wurden zusatzlich gegeben. Jedes Tier 
bekam taglich 0,13 g N. 

Im Vergleich zu den N-frei ernahrten Tieren bekam jedes Tier der 
anderen Gruppe mit zusatzlicher Aminoséurengabe taglich etwa 
5 Kalorien mehr. 

Stichproben hatten gezeigt, daB die Oxydationslage, d.h. die 
Harnquotientenwerte bei den N-frei ernahrten Tieren sehr hoch, bei 
den mit Aminoséurenzugabe ernihrten Tieren aber unter sich gleich 
und tief war, entsprechend den beim ersten Versuch gewonnenen 
Werten. Die Ubereinstimmung ist weitgehend, wie folgende Tabelle a 
zeigt. 

Tabelle a. 





Futterart C:N Vakat-O:N 


Versuch : 2,06 3,87 
. N-frei 2.16 4,00 

. Versuch Wiirzeamino- 1,03 1,75 
a séuren 1,11 1,68 


Caseinamino- 0,99 1,59 


. Versuch 3 
sauren 


Es verhielt sich also das aus der Wiirze gewonnene Aminosauren- 
gemisch in bezug auf die Oxydationslage nicht nur wie natives Casein, 
sondern auch wie das aus Casein gewonnene reine Aminoséurengemisch. 

‘Bei der Untersuchung der Lebern auf Glykogen ergab sich nun 
folgendes. 

Die fiinf N-frei ernihrten Ratten hatten praktisch denselben 
Glykogentraubenzuckergehalt in der frischen Leber wie die entsprechend 
ernihrten Tiere des ersten Versuchs, naimlich 4,61 °, gegeniiber 4,63 %, 
bei den Ratten des ersten Versuchs. Bei 4 bzw. 5 Tieren des zweiten 
Versuchs, die die Wiirzeaminosdurenzulage erhalten hatten, lauteten 
diese Werte: 3,89°%, und 4,01 % gegeniiber 4,07 % bei den entsprechend 
ernihrten Tieren des ersten Versuchs. Bei je 5 Tieren der mit Zulage der 
Caseinaminoséuren ernaihrten Gruppen erhielt man die Werte 4,25 % 
und 4,21%. 

Es wirkte vielleicht das aus der Wiirze, d. h. letzten Endes aus einer 
Mischung unterschiedlicher nativer Eiweifistoffe erhaltene Amino- 
siurengemisch ein klein wenig starker senkend auf den Leberglykogen- 
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gehalt, als das aus Casein gewonnene Aminosaurengemisch, aber es ist 
jedenfalls auch bei diesem letzteren die senkende Wirkung auf den 
Leberglykogengehalt deutlich. Da die Tiere mit der Aminosaurenzulage 
zur N-freien Nahrung ein wenig reicher kalorisch ernahrt waren und 
trotzdem den geringeren Leberglykogengehalt besaBen, kann weder 
der etwas héhere Kaloriengehalt der Nahrung im Sinne einer Begiinsti- 
gung der Glykogenisierung, noch auch der glucoplastische Charakter 
einzelner Aminosduren in den verwandten Gemischen gegeniiber dem 
den Leberglykogengehalt senkenden regulatorischen EinfluB8 der To- 
talitat der einzelnen Gemische nennenswert sich Geltung verschafft 
haben. 

Die Gestaltung des K6érpergewichts wahrend des Versuchs war 
ohne Einflu8 auf das Ergebnis. Denn obschon die N-frei ernahrte Gruppe 
einen ebenso groben Gewichtsverlust gehabt hatte wie die mit den 
Wiirzeaminosaduren ernahrte und die Gruppe mit den Caseinamino- 
siuren wesentlich weniger an Gewicht verloren hatte, war doch bei der 
ersten der Glykogengehalt am héchsten und bei den beiden anderen fast 
gleich groB und niedriger als dort. 

Die bisher mitgeteilten Versuche zeigen, daB der Eintritt bestimmter 
Aminosaurengemische in eine urspriinglich praktisch N-freie Nahrung 
einen senkenden EinfluB auf den Glykogenbestand der Leber ausiiben 
kann und daB es sich hierbei um regulatorische Wirkungen der Amino- 
siuren handeln mu. 

DaB im iibrigen das bei diesen Versuchen verwandte Gemisch aus 
Aminosauren des Caseins sich auf den Leberglykogengehalt fast genau 
so auswirkte wie natives Casein, zeigte ein anderer Versuch (Versuch 3), 
bei dem zu der definierten N-freien Kost entweder das native Casein 
oder das aus ihm gewonnene Aminosdurengemisch in N-aquimolekularer 
Menge zugesetzt wurde. Jedes Tier erhielt taglich 0,13 g N. Auch die 
Wirkung dieser beiden Substanzen auf die Oxydationslage war die 
namliche. 

Bei Stichproben, die tiber die Lage der Harnquotienten bei den 
beiden Tiergruppen orientieren sollten, fanden sich im Mittel der Werte 
von zwei Analysentagen bei 5 Tieren jeder Gruppe (die nachher zu be- 
sprechenden Glykogenanalysen wurden nur an 2 von 5 Tieren mit der 
Gabe der Caseinaminosiuren gemacht!) folgende Harnquotienten 
(Tabelle b). Die korrespondierenden Quotienten stimmten gut tiberein. 


Tabelle b. 





C:N Vakat-O : N 


Tiere mit Gaben von nativem Casein 1,03 2,03 
= ” sf » Caseinaminosauren 1,03 1,89 
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Die Lebern von 5 Ratten, die das native Casein erhalten hatten. 
wiesen im Mittel 4,18 °,, Glykogentraubenzucker auf, waihrend die Lebern 
von 2 Ratten, denen die Caseinaminosiuren gegeben worden waren. 
4.33% enthielten. In dem vordem erwahnten analog angeordneten 
Versuch mit dem Caseinaminosdurengemisch an zwei Gruppen von je 
5 Ratten war der Glykogentraubenzuckergehalt der frischen Lebern 
im Mittel 4,25 und 4,21 %. Die Ubereinstimmung aller dieser Analysen. 
Werte ist offensichtlich. Auch bei dem Versuch 3 war kein Einflu8 der 
Gestaltung des Kérpergewichts auf den Glykogengehalt der Leber er- 
kenntlich. 

DaB allein aus diesem gleichen Verhalten in bezug auf Oxydations- 
lage und Leberglykogen noch nicht auf eine véllige Identitat der bio- 
logischen Wirkung des nativen Caseins und des hier verwandten, aus 
Casein durch Saurehydrolyse gewonnenen Aminoséurengemisches ge- 
schlossen werden darf, wurde einleitend durch jene sogenannten 
Mischungsversuche gezeigt, bei denen sich bei einer bestimmten Mischuny 
der Nahrungs-N-Trager das dort verwandte Caseinhydrolysat anders 
verhielt als das native Casein. 

AnschlieBend an die vergleichenden Priifungen des nativen Caseins 
und des gereinigten Caseinhydrolysats auf Einregulierung einer be- 
stimmten Oxydationslage und eines bestimmten Leberglykogengehalts 
wurden entsprechende Versuche mit nativem Weizenkleber und dem 
analog dargestellten gereinigten Weizenkleberhydrolysat ausgefiihrt. 

Analyse des Weizenkleberhydrolysats (Natronsalze der Amino- 
sduren): Wasser: 2,22%; N: 11,60%; SO, als Na,SO,: 2,12%. 

Aus folgender Tabelle c sind die an Gruppen weiBer Ratten ge- 
fundenen Periodenmittelwerte fiir die Harnquotienten bei den korrespon- 
dierenden Diaten ersichtlich (Versuch 4): Hochlage beim N-freien 
Futter, gleichmaBige Tieflage der korrespondierenden Quotienten bei 
den’ Diaten mit Kleber oder seinem Hydrolysat. 


Tabelle e. 





Vakat-O: N 


1. Abteilung. 
EiweiBfreies Futter oe! 4,00 
nkleberhydrolysat | Fp asOO 
2. Abteilung. 


EiweiBfreies Futter 3,56 
a »  +nativer Weizenkleber 06 1,87 
» + reines Weizenkleberhydrolysat 1,76 


” FY 


Bei der Untersuchung des Leberglykogengehalts der drei in vor- 
stehender Tabelle an letzter Stelle aufgefiihrten Tiergruppen fanden 
sich im Mittel folgende Mengen Glykogentraubenzuckers in den frischen 
Lebern (Tabelle d). 





one 
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Tabelle d. 





EiweiBfreies Futter 4,42 % Dextrose 
” » + nativer Weizenkleber ..... 2,23 % a 


+ reines Weizenkleberhydrolysat 2,54 % 6 


” ” 


Die Versuche lehren, daB die Zugabe von N-aquimolekularen Mengen 
nativen Weizenklebers oder dessen gereinigten Saurehydrolysats zu 
einer eiweiBfreien Diat eine Senkung der Harnquotienten von ihrem 
hohen Werte bei der eiweiBfreien Kost in gleichem AusmaBe bis zu dem 
Werte herbeifiihrt, der in den entsprechenden Versuchen mit zusatz- 
lichen Gaben von Casein oder dem gereinigten Caseinhydrolysat 
(Versuch 3) beobachtet wurde, und daB neben dieser Senkung der 
Harnquotienten eine Senkung des Leberglykogengehalts einhergeht, 
wie es abgeschwacht auch in den analogen Versuchen mit den Casein- 
aminosauren der Fall war (Versuch 2). 

Das wesentliche Ergebnis unserer bisher besprochenen Versuche an den 
weiBen Ratten ist folgendes: 

1. Im Vergleich zu einer definierten, praktisch N-freien, aber sonst 
in jeder Hinsicht vollstandigen gemischten Kost setzt die Einfiigung 
von 0,016 g 1-Tyrosin-N pro Tier und Tag in eine solche Kost den Leber- 
glykogengehalt von damit ernéhrten Ratten stark herab. 

2. Verwendung nativen Caseins oder eines durch Saurehydrolyse 
des Caseins gewonnenen chemisch reinen Aminosiurengemisches in 
Mengen von 0,13 g N pro Tier und Tag bei solchen Vergleichsversuchen, 
wie bei analog angeordneten Versuchen unter Verwendung nativen 
Weizenklebers oder eines durch Saurehydrolyse desselben gewonnenen 
gereinigten Aminoséurengemisches in Mengen von 0,14g N pro Tier und 
Tag war die Senkung des Leberglykogengehalts, wenn auch in unter- 
schiedlichem AusmaBe, so doch immer vorhanden und bei den einzelnen 
Versuchen mit der Zugabe des nativen EiweiBes oder seines Hydrolysats 
stets in ungefaihr gleichem Umfange nachweisbar. 

3. Bei Verwendung von Maggischer Suppenwiirze oder dem dar- 
aus gewonnenen chemisch reinen Aminosaéurengemisch in einer Menge 
von 0,13 g N pro Tier und Tag war bei solchen Vergleichsversuchen 
die Senkung des Leberglykogengehalts ungefahr ebenso gro wie bei 
den zusatzlichen Casein- oder Caseinaminosaéurengaben. 

Der nun folgende Versuch, der ein Abschnitt des Versuchs 3 ist, 
belehrt uns dariiber, daB mit der Gabe einer gréBeren Menge eines 
bestimmten Aminosdurengemisches ein geringerer Leberglykogengehalt 
einhergeht, als mit der Gabe einer kleineren Menge desselben Gemischs. 

Von zwei Gruppen weiBer Ratten ahnlichen Kérpergewichts 
erhielt die erste von 9 Tieren 0,125 g N und die zweite von 8 Tieren 
0,250 g N pro Tier und Tag in Form des aus der Wiirze gewonnenen 
Aminosaurengemischs. Die taglichen Nahrungsrationen hatten fiir 
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beide Gruppen bei Berechnung auf ein Tier gleichen Kaloriengehal: 
Das Plus an Kalorien, das die zweite Gruppe gegeniiber der ersten in 
der gréBeren Aminosaiuremenge erhielt, wurde durch eine Verminderuny 
der Fettgabe ausgeglichen; es erhielt jedes Tier der zweiten Grup}: 
0,45 cem Lebertran weniger als bei der ersten Gruppe. Die Koblen- 
hydratversorgung war bei beiden Gruppen mit 5 g Kartoffelstarke und 
5g Riibenzucker pro Tier und Tag gleich und gegeniiber der Amino. 
siurenmenge wie der Fettmenge von 1,0 ccm bzw. 0,55 ccm Lebertran 
reichlich. Es stand also auch der zweiten Gruppe eine Kohlenhydrat- 
menge zur Verfiigung, aus der sie reichlich Glykogen bilden konnte 
Das Glykogen wurde gemeinsam in den Lebern von 4 und 5 Ratten der 
ersten Gruppe und von zweimal 4 Ratten der zweiten Gruppe bestimmt. 

Die erste Gruppe, die die kleine Aminosiurenmenge bekommen 
hatte, besaB bei den vier gemeinsam analysierten Tieren 4,169 % und 
bei den fiinf anderen Tieren 4,000 ° Glykogentraubenzucker. Bei der 
zweiten Gruppe mit der Gabe der groBen Aminosiurenmenge enthielten 
die Lebern von je 4 Tieren, die gemeinsam analysiert wurden, 3,116 °, 
bzw. 2,897 °, Glykogentraubenzucker. Es enthielten also die Lebern der 
mit der kleinen Aminoséurenmenge ernahrten Ratten 35,8 °%, Glykogen- 
traubenzucker mehr als die Tiere, die die doppelte Aminoséurenmenge 
erhalten hatten. Ein EinfluB der geringen Kérpergewichtsabnahme auf 
den Ausfall des Versuchs war nicht nachweisbar; denn die Gruppe mit 
der niedrigsten Glykogenmenge hatte am wenigsten an Gewicut ab- 
genommen. Bei Unterernahrung schwindet bekanntlich das Leber- 
glykogen weitgehend. 

In Stichproben wurde auch die Oxydationslage durch die Be- 
stimmung der Harnquotienten ermittelt. Bei der Rattengruppe mit der 
kleinen Aminosdurengabe war C:N = 1,03 und Vakat-O: N = 1,82. 
bei der Rattengruppe mit der groBen Aminosdurengabe war C: N = 0,97 
und Vakat-O:N = 1,34. Die Harnquotientenerniedrigung war vor 
allem am Oxydationsquotienten deutlich. 

Es wirkte sich der Unterschied in der Stickstoffversorgung bei 
diesem Versuch jedenfalls am Leberglykogengehalt wesentlich starker 
aus als an der Oxydationslage. 

Das Ergebnis dieser Versuche mit der Gabe unterschiedlicher 
Mengen eines bestimmten Aminosdurengemisches steht in Einklang mit 
den analogen Versuchen Pirls (12) aus meinem Laboratorium, der mit 
nativem Casein arbeitete. Pirl hatte nur eine wesentlich gréBere 
Differenz zwischen dem N-Gehalt der beiden zu vergleichenden Diaten 
gewahlt, nimlich pro Tier und Tag bei der einen Gruppe 0,3 g und bei 
der anderen 1,8 g Casein. Zwar war unter diesen Verhaltnissen die 
Differenz bei den Harnquotienten, besonders auch bei C: N wesentlich 
gréBer als bei dem hier geschilderten Aminosaurenversuch, aber die 
Differenz im Leberglykogengehalt lag bei dem Caseinversuch mit 
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+ 28% zugunsten der eiweiBarm ernahrten Ratten in derselben GréBen- 
ordnung wie bei unserem Aminosaurenversuch mit + 35,8 °% zugunsten 
der Tiere mit der kleinen Aminosdurengabe. 

Zum SchluB sei noch ein Wort gesagt zu der Bedeutung der im 
vorstehenden mitgeteilten Versuche fiir die Ernahrungspraxis. 

Ich habe in meiner Schrift iiber die Ernahrung der olympischen 
Kampfer in Vergangenheit und Gegenwart (13) nachgewiesen, daB die 
kérperliche Héchstleistungen verbiirgende olympische Sportkost heute 
wie im Altertum eine Nahrung darstellt, die infolge der Quantitat und 
Qualitét ihres EiweiBes, abgesehen von ihrer hohen Eignung fiir den 
Baustoffwechsel, eine niedrige Harnquotientenlage bewirkt, d.h. eine 
vorziigliche energetische Ausniitzung des im intermediaren Stoffwechsel 
zum Umsatz gelangenden Materials gestattet, und den Leberglykogen- 
gehalt auf erniedrigtem Niveau einstellt, obschon in der Nahrung neben 
dem Eiweif Kohlenhydrat als Glykogenlieferant in Hiille und Fiille 
vorhanden ist. Unentschieden bleibt dabei vorliufig, ob bei dieser 
Sportkost etwa die Glykogendeponierung auf Kosten der Leber ver- 
stiirkt im Muskel stattfindet oder ob iiberhaupt das Kohlenhydrat neben 
dem Glykogen noch in anderen Formen gespeichert wird. 

Bei einer sinngemaBen Ubertragung dieser Erfahrungen auf die 
Volksernahrung wird man auch fiir diese verlangen miissen, daB die 
Zusammensetzung des Nahrungseiweibes eine derartige ist, daB seine 
Wirkung auf Baustoffwechsel und Oxydationslage mit derjenigen 


Wirkung konform geht, die sich als Grundlage fiir die Entfaltung 


héchster sportlicher Leistungen so auferordentlich bewahrt hat. 
Variationen in bezug auf die zu verwendenden Nahrungseiweifitrager 
und ihre Mischung sind dabei wohl méglich. Man wird aber die zu ver- 
zehrenden EiweiBmengen, die bei der olympischen Sportkost sehr hoch 
sind, zweckmaBig auf dasjenige MaB reduzieren, das eben noch geniigt, 
um bei der geforderten qualitativen Beschaffenheit des Nahrungs- 
eiweiBes eine annaihernd optimale Oxydationslage im Zwischenstoff- 
wechsel herzustellen, und wird die damit verbundene maBige Fiillung 
der Glykogenkammern in der Leber als eine mit einer derartigen Er- 
nahrung verbundene notwendige Erscheinung anzusehen haben, auch 
wenn man heute die Griinde dafiir noch nicht ganz tibersehen kann. 

Im Sinne einer derartigen Ernahrung liegen nun auch die Wirkungen 
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Substanzen. 

Die gepriiften chemisch reinen Aminoséurengemische, wie auch das 
urspriingliche EiweiBhydrolysat, wie es in der verwendeten Maggi schen 
Suppenwiirze vorhanden ist, beeinflussen, ganz analog wie das native 
Casein oder der native Weizenkleber, die Oxydationslage im Zwischen- 
stoffwechsel und den Leberglykogengehalt, also ganz ahnlich, wie sie 


bei Einhaltung der genannten Sportkost gegeben sind. Ferner besteht 
auch folgender Parallelismus: Wie die Beigabe einer gréBeren Casein- 
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menge zur definierten N-freien gemischten Nahrung eine vollstandiger: 
Durchoxydierung und einen niedrigeren Leberglykogengehalt bedingt 
als die Beigabe einer kleineren Caseinmenge, zeigt sich prinzipiel! 
Gleiches bei der Beigabe der gréBeren oder kleineren Menge des von 
uns verwendeten Aminosdurengemisches. Von Interesse diirfte es sein, 
einmal analoge Versuche mit dem Saurehydrolysat eines EiweiBes zu 
machen, das als NahrungseiweiB eine hohe Harnquotientenlage und 
einen hohen Glykogengehalt unterhalt, wie wir es z. B. vom Tuberin 
[| Bickel und Parlow (7)] wissen. 


Ergebnisse. 


Die Dauerregulation der Oxydationslage und des Leberglykogen- 
gehalts, die sich in Abhangigkeit von Menge und Art des Nahrungs- 
eiweiBes vollzieht und in der die Dynamik des EiweifSes ihren pragnan- 
testen Ausdruck findet, ist bei Verwendung einzelner Aminosaéuren 
oder synthetischer Aminoséurengemische oder durch Saurehydrolyse 
der nativen Eiweife gewonnener Eiweifderivatmischungen ebenfalls 
nachweisbar. 


Experimenteller Teil. 


V orbemerkungen. 


Bei simtlichen Versuchen war die Futterzubereitung derart, daB aus 
den in der jeweiligen Nahrungsmitteltabelle enthaltenen Nahrungsbestand- 
teilen bis auf die Vitamintrager, Lebertran und Citronensaft, ein Brei 
gekocht wurde, dem man die Vitamintriger nach dem Erkalten zufiigte. 
Die taigliche Nahrungsration wurde ausnahmslos von den Versuchstieren 
quantitativ aufgefressen. In den Futtertabellen ist immer die Nahrungs- 
ration fiir 10 Tiere pro Tag angegeben. Wenn eine Gruppe in einem Versuch 
weniger Tiere, z. B. nur 8 Tiere zihlte, dann wurden von jeder Nahrungs- 
komponente nur */,, der in der Tabelle verzeichneten Menge zur Futter. 
bereitung verwendet. Jede Gruppe saB in einem gemeinsamen Stoffwechsel- 
kafig. In den 24stiindigen Harnportionen — kleine Harnverluste sind bei 
diesen Gruppenversuchen schwer vermeidlich — wurde C nach der Mikro- 
methode von Nicloux-Osuka (14), Vakat-O nach der Mikromethode von 
Miiller-Kanitz (15) und N nach der Halbmikromethode von Kjeldahl be- 
stimmt. Aus den Tageswerten wurden die Periodenmittelwerte und durch 
Division der Periodenmittelwerte fiir C, Vakat-O und N die Mittelwerte fiir 
die Harnquotienten C:N und Vakat-O:N bestimmt. Der Harn wurde 
stets auf Zucker- und Eiwei®freiheit kontrolliert. 


Sollte das Glykogen in der Leber bestimmt werden, dann wurden die 
Tiere etwa 22 Stunden nach ihrer letzten Versorgung mit Nahrung durch 
Genickschlag getétet, die Lebern blitzschnell aus den Kérpern heraus 
genommen, vom anhaftenden Blut durch Abtupfen befreit, durch einige 
Scherenschnitte zerteilt, in ein vorher tariertes Kélbchen mit heiBer Kali- 
lauge geworfen, darin gewogen und dann der Glykogenanalyse nach Pjliiger- 
Bésl (16) zugefiihrt. Immer wurden die Lebern von mehreren Tieren, die 
zu einer bestimmten Versuchsgruppe gehérten, zusammen analysiert. Die 
Analysenzahlen geben den Glykogentraubenzuckergehalt der frischen 
Lebern an. 
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Versuch 1. 
Futtertabellen. 


Gruppe 1. 
Grundfutter fiir alle Ppe 


Gruppen. 
(Berechnung fiir 10 Tiere.) 


Grundfutter. 
Gruppe 2. 
Grundfutter. 
Statt 20 cem nur 15 ccm Lebertran. 
Kartoffelstarke 50 g Zugabe von 16,6 ccm Maggi-Suppenwiirze mit 
Riibenzucker 70 g _N-Gehalt 1,3 g. ; 
Lebertran 20 ecm N-Gehalt der Nahrung 1,34 g. 
Citronensaft 10 cem Kalorien etwa 630. 
Salzgemisch * 2¢ Gruppe 3. 
Wasser 600 ccm Grundfutter wie bei Gruppe 2. 
N-Gehalt 0,040 g Zugabe von 11,3g Aminosiéurengemisch aus 
Kalorien etwa 630 der Wiirze. 


N-Gehalt der Nahrung 1,34 g. 


* Mc. Collum 185 in allen 
Kalorien etwa 630. 


Versuchen. 

Die Harnquotientenbestimmung fand vom 3. bis 7. Versuchstage ein- 
schlieBlich taglich statt. 

Da die Versuchstiere stets gruppenweise gemeinsam in einem Stoff- 
wechselkafig gehalten wurden, entstehen, wie schon erwahnt, beim Sammeln 
der 24stiindigen Harnmengen immer kleine, schwer vermeidbare Harn- 
verluste. Deshalb stellen die Tageswerte fiir C, Vakat-O und N nur approxi- 
mative Werte dar. Die Harnmischung wird aber durch diese kleinen Harn- 
verluste erfahrungsgemaéB nicht nachweislich geaéndert, wie auch aus der 
Ubereinstimmung der taglichen Harnquotientenwerte im Verlauf eines 
Versuchs bei einer Gruppe in meiner Arbeit hervorgeht. 





Ver- | Mittleres Harn-C Baa Harn-N 
: in mg — Vakat-O Vakat-O 
in mg 33 -N C 


suchs- i K6érper- in mg 
tag || gewicht von 
| 1 Tier in 
Nr. || . 





i im Harn der ganzen Gruppe 


Gruppe 1 (6 Ratten). 


168 
168 
168 
168 
166 


Periodenmittelwerte: 


191 
196 
194 
194 
193 


Periodenmittelwerte: 


181 
186 
186 
181 
178 


196 
264 
254 
165 
180 


212 


Gruppe 2 (7 Ratten). 


579 
465 
459 
439 
485 


485 
Gruppe 3 (7 Ratten). 


554 
461 
376 
348 
404 


356 92 2,12 


496 
490 
324 
331 
399 


902 
866 
826 
792 
787 
835 


794 
747 
704 
664 
753 


125 
125 
88 
86 


103 


555 
483 
482 
445 
456 
484 


496 
434 
379 
362 
420 
418 


2,04 
1,88 
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A. Bickel: 


Die Leberglykogenbestimmung fand nach zehntagiger Fiitterung statt 


Die Tétung der Tiere erfolgte also am 11. Versuchstage. Vom 7. Versuchs- 


tage an waren die Kérpergewichte unverandert 


geblieben. 





Frischgewicht 
dieser Lebern 
in g 


Gruppe Zahl der gemeinsam 
N analysierten Lebern 
Nr. 


45,80 
62,40 
60,50 


Versuch 2. 


Futtertabellen. 


Glykogentraubenzucker- 
gehalt der frischen Lebern 
in Jo 


4,629 


4,134 
4,066 


Grundfutter fiir alle 
Gruppen. 


(Berechnung fiir 10 Tiere.) 


Kartoffelstarke 60 g 
Riibenzucker 60 g 
Lebertran 20 cem 
Citronensaft 10 ccm 
Salzgemisch 22g 
Wasser 600 cem 
N-Gehalt 0,048 g 
Kolorien etwa 620 


Die Harnquotientenbestimmungen fanden am 3. und 4. Versuchs- 


tage statt. 


Gruppe 1. 
Grundfutter. 
Gruppe 2. 


Grundfutter mit Zulage von 11,3 g Amino- 


siurengemisch aus der Wiirze. 
N-Gehalt der Nahrung 1,348 g. 
Kalorien etwa 665. 
Gruppe 3. 
Grundfutter mit Zulage von 11,7 g Amino- 
sdurengemisch aus Casein (Hammarsten). 
N-Gehalt der Nahrung 1,348 g. 
Kalorien etwa 665. 





Ver- Mittleres Harn-C 
suchs- | Kérpergewicht in mg 


Harn- | . 

3 | Harn-N 

ee in mg iw Vakat-O Vakat-0 
ches i :C 


tag von 1 Tier 8 | 


i in 
Nr. . 





im Harn der ganzen Gruppe 








Gruppe | (10 Ratten). 
3 261 404 | 831 199 
‘4 255 — 509 | 862 225 
Periodenmittelwerte:| 457 | 847 212 
Gruppe 2 (10 Ratten). 
251 890 | 1353 804 1,11 


Gruppe 3 (10 Ratten). 


3 | 249 808 1153 776 1,04 
4 243 602 1104 644 0,94 1,83 


Periodenmittelwerte: 705 1129 710 | 0,99 | 1,59 | 1,60 


Die Leberglykogenbestimmung wurde nach folgenden Fiitterungszeiten 
gemacht: 

Bei Gruppe 1 (Glykogenbestimmung nur an 5 Tieren!) nach zehn- 
tagiger Fiitterung, bei Gruppe 2 an 5 Tieren nach neuntagiger und an 
4 Tieren nach zehntagiger Fiitterung, bei Gruppe 3 an 5 Tieren nach neun- 
tagiger und an 5 Tieren nach zehntagiger Fiitterung. 
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Gruppe 1. 
Gewichte der 5 Ratten am Gewicht der frischen Lebern der 5 Ratten 
1. Versuchstag 1325 g 54,0 g. 
3. ad 


vs 1305 g : — 
1305 g Glykogentraubenzuckergehalt in % 


1275 g des Gewichtes der frischen 5 Lebern 
1100 g 4,614 %. 


Gruppe 2. 

Gewichte der Untergruppe von 5 Ratten am 1. Fiitterungstage: 1270 g, 
am 9. Fiitterungstage 1200g. Gewichte der Untergruppe von 4 Ratten am 
1. Fiitterungstage 1016 g, am 9. Fiitterungstage 1050 g. 

Gewicht der frischen Lebern der 5 Ratten nach neuntagiger Fiitterung: 
53,4 g. Gewicht der frischen Lebern der 4 Ratten nach zehntagiger Fiitte- 
rung: 52,1 g. 

Glykogentraubenzuckergehalt in den frischen Lebern der 5 Ratten: 
4,007 °. Glykogentraubenzuckergehalt in den frischen Lebern der 4 Ratten: 
3,886 %. 

Gruppe 3. 


~ 


Gewichte von je 5 Tieren an folgenden Versuchstagen: 





Vermud notag Untergruppe 3a , Untergruppe 3b eareneanied 
Nr. Nr. 
1250 1250 7 1220 1210 
1250 » 1240 9 1195 1195 
| 1250 1240 


Untergruppe 3a Untergruppe 3b 

| 

Gewicht der frischen Lebern der Untergruppe 3a: 52,3 g nach neun- 

tagiger Fiitterung. Gewicht der frischen Lebern der Untergruppe 3b: 

50,6 g nach zehntagiger Fiitterung. Glykogentraubenzuckergehalt in den 

5 Lebern der Gruppe 3a: 4,206°,. Glykogentraubenzuckergehalt in den 
5 Lebern der Gruppe 3b: 4,252 %,. 

Versuch 3. 


Futtertabellen (Berechnung fiir 10 Tiere). 





Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 


Kartoffelstarke 50 g 50 g 50 g 50g 
Riibenzucker | 60g 50g 50 g 50 g 
Lebertran | 10cem 10 ccm 10 cem 5,5 com 
Apfelsinensaft | 10cem 10 ccm 10 com 10 ccm 
Salzgemisch i lg lg lg lg 

| 600 com 600 cem 600 cem 600 ecm 
Casein (nativ) | 10g > —_ 


Caseinaminosaéuren ... || 11,26 g 


Wiirzeaminosauren ... | _ 21,74 ¢ 
1,29 g 1,29 g 2,54 g 
Kaloriengehalt etwa 497 etwa 501 etwa 501 etwa 501 


Die Harnquotientenbestimmungen fanden am 3. und 4. Versuchstage 
statt. 


18* 
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tf 
, , i . Harn- 
Ver- Mittleres | Harn-( Vakat-O Harn-N 


Lit i | 
suchs- Korper- || in mg : in mg b= iv akat- 0 | Vakat- 0 
tag gewicht von | in mg C:N 





: 1 Tier in STere 
Nr. 6 im Harn der ganze D Gruppe e 


1,04 
1,02 


1,03 


Gruppe 2 (5 Ratten). Caseinaminosauren. 


3 134 395 690 390 1,01 1,77 
4 200 403 190 1,05 2,12 


Periodenmittelwerte: 298 547, | = 290 1,03 | 1,89 


Gruppe 3 (10 Ratten). Wiirzeaminosduren 


3 187 - || 606 | 1088 603 | 1,01 | 1,80 
4 362 629 | 840 =| «(1,06 | 1,85 


Periodenmittelwerte:| 484 | 859 472 1,03 | 1,82 


3 || 188 = || «257 | 480 248 
4 | | 173 | 868 | 169 


Periodenmittelwerte: 215 % 424 209 | 


Gruppe 1 (5 Ratten). Casein (nativ). 
| 
i 


Gruppe 4 (10 Ratten), Wiirzeaminosiuren in doppelter Menge 
wie bei Gruppe 3. 
3 | 135 || 784 1108 767 
4 eat “4 596 828 651 


Periodenmittelwerte: || 690 968 | 709 


Gruppe l. 
Fiitterungsdauer 10 Tage. Kérpergewicht' konstant 138 g. Glykogen- 
analysen an 5 Lebern im Gewicht von 33,5 g. 
Glykogentraubenzuckergehalt: 4,179 %. 


Gruppe 2 
Fiitterungsdauer 10 Tage. Kérpergewichtsabnahme! von 134 auf 127 g. 
Glykogenanalysen an 2 Lebern im Gewicht von 15,70 g. 
, Glykogentraubenzuckergehalt: 4,331 % 


Gruppe 3. 

Fiitterungsdauer 9 Tage. Kérpergewichtsabnahme! von 137 auf 125 g. 
Glykogenanalysen an 4 Lebern im Gewicht von 28,3 g und an 5 Lebern im 
Gewicht von 29,0 g. 

Glykogentraubenzuckergehalt der ersten 4 Lebern: 4,169 %. 

Glykogentraubenzuckergehalt der zweiten 5 Lebern: 4,000 %%. 


Gruppe 4. 
Fiitterungsdauer 9 Tage. K6rpergewichtsabnahme! von 135 auf 129 g. 
Glykogenanalysen an zweimal 4 Lebern im Gewicht von 19,9 und 23,5 g. 


Glykogentraubenzuckergehalt der ersten 4 Lebern: 3,116%. 
Glykogentraubenzuckergehalt der zweiten 4 Lebern: 2,897 ° 


1 Die Kérpergewichtsangabe bezieht sich auf das mittlere Gewicht 
eines Tieres jeder Gruppe. 
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Versuch 4. 


1. Abteilung. Futtertabelle (Berechnung fiir 10 Tiere). 





Gruppe 1 


Gruppe 2 


Kartoffelstarke 
Riibenzucker 
Lebertran 
Citronensaft 
Salzgemisch 
Wasser 


Weizenkleberhydrolysat ; 
Summe: 


60g = 0,048g N 
60 g 
20 ccm 
10 com 
2g 
600 com 


0,048 g N 


Analysentabelle. 


60 g 
20 ecem 
10 cem 

2g 
600 cem 


0,048 g N 


112g = 1,299¢ N 


1,347 g N 





Mittleres 
K6rper- 
gewicht von 
1 Tier in g 


Ver- 
suchs- 
tag 


Nr. 


3 261 
4 255 


Periodenmittelwerte: || 


3 255 
4 : 240 
Periodenmittelwerte: 


2. Abteilung. 


Harn- 
Vakat-O 
in mg 


Harn-N 
in mg 


Harn-C 
in mg 


im Harn der ganzen Gruppe 


o:8 | Vakat-0 Vakat-o 


2 





Gruppe | (10 Ratten). 


404 831 199 
509 _ 862 225 


457 847 | 212 
Gruppe 2 (10 Ratten). 


631 1003 699 
495 874 472 


563 939 586 


2,03 
2,26 


2,16 


0,94 
1,05 


0,96 


Futtertabelle (Berechnung fiir 10 Ratten). 





| Gruppe 1 





Weizenkleber 
Weizenkleberhydrolysat 


10g = 1,384g N 
12,1 


Gruppe 2 


Gruppe 3 


379gN 


Kartoffelstarke 
Ribenzucker 
Lebertran 
Tetravitol 
Salzgemisch 


50 g = 0,040g N 


2g 


600 com 6 


1,424g N 


= 1,379¢ 
50 g=0,040gN 50g=—0,040¢ N 
40 40g 

1l 


1 
2 


00 


1,419gN 0,040 g N 


Der Kaloriengehalt aller Diaiten war praktisch gleich und betrug etwa 


485 Kalorien. 


1g Weizenklebereiwei8 


1g Weizenkleberhydrolysat 


0,1384 g N. 
0,1140 g N. 











A. Bickel: 


Analysentabelle. 





| 


Harn- . | 
Harn-C 7 Harn-N | 
Vakat-O in mg C:N Vakat-O | Vakat-0 

i} ag :N HY 


Ver- 
suchs- 
tag 


Mittleres 
Kérpergewicht 
in g —-—— — | 
Nr. im Harn der ganzen Gruppe | | 


in mg in mg 





Gruppe 1 (10 Ratten). 
135 612 1060 | 613 1,73 
135 480 888 420 2,11 
130 676 | 1085 | 6576 1,89 F 
ae ae 130_ ef 534 1020 563 1,81 iis 
Periodenmittelwerte: 576 1013 543 1,87 


Gruppe 2 (10 Ratten). 


3 195 1106 1631 926 1,76 
4 195 799 = «1465 847 1,73 
5 


185 820 1269 714 | 1,78 
6 185 920 1428 803 1,78 


Periodenmittelwerte : 911 1448 | 823 1,76 


Gruppe 3 (10 Ratten). 


3 196 530 | 1170 260 4,73 
4 196 396 755 224 3,37 
5 185 540 1004 355 | 2,83 
6 | 185 533 1026 271s 3,70 


Periodenmittelwerte : 500 989 278 ! | 3,56 


Gruppe 1. 
Untergruppe a (5 Ratten). 
Fiitterungsdauer 8 Tage. Kérpergewichtssenkung im Mittel von 
117g. Glykogenanalysen an 5 Lebern im Gewicht von 39,6 g. 
Glykogentraubenzuckergehalt: 2,214 %. 


Untergruppe b (4 Ratten). 


Fiitterungsdauer 10 Tage. Kérpergewichtssenkung im Mittel von 
117g. Glykogenanalyse an 4 Lebern im Gewicht von 36,7 g. 
Glykogentraubenzuckergehalt: 2,245 %. 


Gruppe 2. 
Untergruppe a (5 Ratten). 


Fiitterungsdauer 8 Tage. Kérpergewichtssenkung im Mittel von 
115g. Glykogenanalyse an 5 Lebern im Gewicht von 31,5 g. 
Glykogentraubenzuckergehalt: 2,603 %. 


Untergruppe b (5 Ratten). 
Fiitterungsdauer 9 Tage. Kérpergewichtssenkung im Mittel von 
115g. Glykogenanalyse an 5 Lebern im Gewicht von 36,5 g. 
Glykogentraubenzuckergehalt: 2,500 %. 


Untergruppe c (4 Ratten). 
Fiitterungsdauer 10 Tage. Kérpergewichtssenkung im Mittel von 
118g. Glykogenanalyse an 4 Lebern im Gewicht von 37,2 g. 
Glykogentraubenzuckergehalt: 2,526 %. 
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Gruppe 3. 
Untergruppe a (5 Ratten). 
Fiitterungsdauer 8 Tage. Korpergewichtssenkung im Mittel von 131 
auf 112g. Glykogenanalyse an 5 Lebern im Gewicht. von 29,6 g. 
Glykogentraubenzuckergehalt: 4,503 %. 


Untergruppe b (5 Ratten). 
Fiitterungsdauer 9 Tage. Kérpergewichtssenkung von 131 auf 112g. 
Glykogenanalyse an 5 Lebern im Gewicht von 30,6 g. 
Glykogentraubenzuckergehalt: 4,509 °,. 


Untergruppe c (5 Ratten). 
Fiitterungsdauer 10 Tage. K6érpergewichtssenkung im Mittel von 131 
auf 112g. Glykogenanalyse an 5 Lebern im Gewicht von 29,2 g. 
Glykogentraubenzuckergehalt: 4,246 °,. 


Anmerkung. Obschon von den drei Gruppen mit fast gleichem Anfangs- 
gewicht die N-frei ernahrte Gruppe 3 mit 19 g die starkste Kérpergewichts- 
abnahme aufwies, hatte sie dennoch den héchsten Gehalt an Glykogen- 
traubenzucker in der Leber, nimlich 98,2°%, mehr als die Gruppe 1 mit 
nativem Weizenkleber und 74°, mehr als die Gruppe 2 mit dem Kleber- 
hydrolysat. Zwischen den beiden letzten Gruppen bestand nur ein Unter- 
schied von 13°, zugunsten der Gruppe 2 mit der Hydrolysatgabe. 
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ber die histaminzerstérende Fihigkeit 
von Bacterien. 
Vorlaufige Mitteilung. 
Von 
E. Werle. 


(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie Diisseldorf.) 


(Eingegangen. am 1. August 1940.) 


Reine Histaminlésungen verlieren beim Stehen an der Luft in 
Tagen oder Wochen ihre pharmakologische Wirkung. Wir vermuteten, 
daB diese Inaktivierung auf Bakterienwirkung beruht, und fiihrten 
deshalb eine bakteriologische Untersuchung derartig inaktivierter 
Histaminlésungen durch. Dabei stellten wir fest, daB Bacterium coli 
und B. pyocyaneum in die Lésung gekommen waren. In Versuchs- 
ansatzen mit Histamin, die mit Reinkulturen je einer der genannten 
Bakterienarten beimpft worden waren, beobachteten wir, daB eine 
Inaktivierung des Histamins nur durch das Bacterium pyocyaneum 
erfolgte, nicht aber durch Bacterium coli. 


Es interessierte uns zunachst, ob auch andere biogene Amine wie 
Tyramin und Tryptamin durch Bacterium pyocyaneum bzw. B. coli 
angegriffen werden. Unter den unten angegebenen Versuchsbedingungen 
farid sich, daB Bacterium coli weder Tryptamin noch Tyramin angreift, 
und zwar sowohl bei schwach saurer, als auch bei schwach alkalischer 
Reaktion. Dagegen wurde durch Bacterium pyocyaneum Tyramin, 
nicht aber Tryptamin abgebaut. Die Inaktivierung des Histamins und 
des Tyramins erfolgte am raschesten bei schwach saurer Reaktion, 
namlich bei px 6. Im folgenden seien die Daten einer Versuchsreihe mit 
Bet. pyocyaneum wiedergegeben: Zu je 1 ccm 0,2 mol. sekund. Natrium- 
phosphatlésung bzw. 0,2 mol. Phosphatpufferlésung px 6,0, wurden 1 mg 
Histamindichlorhydrat bzw. 2,5mg Tyramin- bzw. Tryptaminchlor- 
hydrat gegeben. Dann wurde den Ansitzen je 1 ccm einer 0,9 %igen 
NaCl-Lésung zugesetzt, die mit Bet. pyocyaneum beimpft worden war. 
Nach 48stiindigem Stehen im Brutschrank bei 37° ergab die pharma- 
kologische Auswertung der Ansiétze am Blutdruck des narkotisierten 
Hundes folgendes: 
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Ansatz Siete PH Versuchsergebnis 
der Ansiitze 


| | 
| 1,0 mg Histamindichlorhydrat | 6,0 | vélliger Abbau 
| 1,0 mg Histamindichlorhydrat | 8,0 teilweiser bis vélliger Abbau 


/2,5mg Tyraminchlorhydrat.. | 6,0 ___vélliger Abbau 


| 


2,5 mg Tyraminchlorhydrat. . | 8,0 kein Abbau 
1] j 

| 2,5 mg Tryptaminchlorhydrat , 6,0 kein Abbau 
2,5 mg Tryptaminchlorhydrat 8,0 kein Abbau 


Bei Ansatz 4 und 6 waren die Kulturen verschiedentlich ab- 
getotet, wihrend sie bei Ansatz 2, der ein gleich hohes px hatte, stets 
wuchsen. 


Die Versuche zeigen also, daB die *biogenen Amine Histamin und 
Tyramin durch Bakterien abgebaut werden (vgl. dazu auch 1). DaB 
diese Amine durch bakterielle Dekarboxylierung von Histidin bzw. 
Tyrosin entstehen kénnen, ist lange bekannt (1). 


Es war nun weiterhin wichtig festzustellen, ob die Fermente, welche 
bei der bakteriellen Bildung und Inaktivierung dieser Amine wirksam 
sind, in ihren Eigenschaften identisch sind mit denjenigen, die im 
tierischen Organismus an der Bildung (2 bis 4) und Inaktivierung (4a bis 8) 
der genannten Stoffe beteiligt sind. Unsere Untersuchung befaBte sich 
vorerst mit der Ermittlung der Eigenschaften des histamininakti- 
vierenden Fermentes des Bet. pyocyaneum. Es wurde zunachst unter- 
sucht, ob der bakterielle Histaminabbau durch die gleichen Hemmungs- 
kérper beeinfluBt wird, die auch die Wirkung der tierischen Histaminase 
aufzuheben vermégen. Gepriift wurden Hydroxylamin und Semi- 
earbazid (5, 6), Phenylhydrazin und Hydrazidocarboxymethylpyri- 
diniumchlorid (9,10). Diese Stoffe heben die histaminzerstérende 
Fahigkeit von Organhistaminase schon in geringsten Mengen, z. B. in 
0,0001 mol. Lésung vollkommen auf. Setzt man diese Substanzen den mit 
Bet. pyocyaneum beimpften Versuchsansatzen in 0,001 mol. Lésung zu, so 
beobachtete man keine Hemmung des bakteriellen Histaminabbaus, wenn 
die Reaktion der Ansitze pu 8 bzw. pu 6 entsprach. Nur im Falle der 
Hydroxylaminzugabe und nur bei px 6 war eine Hemmung von 90 bis 
100 % zu beobachten. Diese beruhte aber auf der Vergiftung der Kultur. 
Es fand kein Bakterienwachstum mehr statt. Waren die Versuchs- 
ansatze an Hemmungskérpern 0,01 mol., so war folgendes festzustellen: 
nur Semicarbazid hemmte und zwar bei pu 8 um 80°; bei px 6 um 
100%. Bei px 6 war die Hemmung auf Vernichtung der Kultur zuriick- 
zufiihren. Bei pu 8 dagegen war die Kultur ebenso stark gewachsen 
wie im Kontrollversuch ohne Hemmungskérper. Die Hemmung bezog 
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sich also auf das histaminzerstérende Agens des Bacteriums. Pheny! 
hydrazin verhinderte bei px 6 und 8 das Bacterienwachstum vol! 
kommen, Hydrazidocarboxymethylpyridiniumchlorid nur _ teilweise 


weshalb der Histaminabbau zu 80°, gehemmt erscheint. 
/0 £ 


Eine eindeutige Auswertung der Befunde ist bei dieser Versuchs- 
anordnung nicht méglich, weil auBer der abtétenden Wirkung der 
Zusatze doch noch eine histaminasehemmende Wirkung vorhanden sein 
kénnte, die aber nicht zur Beobachtung gelangt, weil die Bacterien 
absterben. Es wurden daher Versuchsansatze nicht mit wachsenden 
Kulturen, sondern mit ,,ruhenden Bacterien‘’ nach Quastel (11) durch- 
gefiihrt. Die Bakteriensuspensionen wurden in folgender Weise bereitet : 
Die in zahlreichen Schragréhrchen geziichteten Bacterien wurden mit 
physiologischer Kochsalzlésung abgeschlemmt und auf der Zentrifuge 
isoliert. Der Bacterienniederschlag wurde in 10 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung aufgenommen, 5 bis 6 Stunden mit Sauerstoff durch- 
liftet und dann iiber Nacht im Eisschrank belassen. Die Versuchs- 
ansatze waren nunmehr folgende: Je 1 ccm Bacteriensuspension ent- 
sprechend etwa 10mg Bacterientrockensubstanz werden mit 1 ccm Puffer, 
pu 7,4 und 30 Minuten nach Zugabe der Hemmungskoérper mit 100 y 
Histamindichlorhydrat! versetzt. Gesamtvolumen der Ansiatze 3 ccm. 
Die Ansatze werden im Glasarm nach Krebs (12) bei 37° 1,5 Stunden 
geschiittelt und dann der Histaminabbau am _ isolierten Meer- 
schweinchendiinndarm biologisch festgestellt. In den Ansatzen, die 
frei von Hemmungskérpern waren, wurde das zugesetzte Histamin stets 
volikommen abgebaut. Es wurden z. B. folgende Hemmungseffekte 
beobachtet : 





| Molare Konzen- Hemmung des bak- 
Hemmungskérper || tration des Hem- teriellen Histamin- 
mungskérpers abbaues in °/, 


0,01 100 
0,001 0,0 


Semicarbazid i 0,01 100 
0,001 100 


Hydroxylamin 0,01 90 
0,001 0,0 


IN EOD ioc ois idk k 6 ibaa win we I 0,001 100 
0,0001 10 


Phenylhydrazin | 0,001 100 
Germanin (10) \ 0,01 100 


Hydrazidocarboxymethylpyridiniumchlorid | 


1 Bei ruhenden Bakterien fehlt eine verwertbare Stickstoffquelle, es 
handelt sich also bei diesen Versuchsansitzen nicht im strengen Sinne des 
Begriffs um ruhende Bakterien. 
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Die Versuche mit ,,ruhenden‘: Bacterien ergaben also zum Teil 
hohe Hemmungseffekte. Damit zeigt das histamininaktivierende 
Prinzip des Bet. pyocyaneum das gleiche Verhalten gegeniiber den 
gewahlten Zusatzen wie die Histaminase der tierischen Organe. Aller- 
dings ist die Empfindlichkeit der Bacterienhistaminase gegeniiber den 
gewahlten Zusitzen erheblich geringer als die der Organhistaminase, 
was wohl auf die besondere Verankerung des Ferments im Bakterien- 
leib zuriickzufiihren ist. Um nun streng vergleichbare Verhaltnisse zu 
erhalten, versuchten wir das Ferment aus dem Bacterium herauszu- 
lésen, und zwar durch wiederholtes Einfrieren der Bacterien mit 
fliissiger Luft, nachfolgendes Zerreiben der Bacterien mit Seesand 
und in anderen Fallen durch anschlieBende Autolyse [vgl. hierzu 
W. Franke und B. Banerjee (13)|. Filtrierte man Bacterienextrakte, 
die nach der geschilderten Behandlung gewonnen worden waren, durch 
bacteriendichte Membranfilter (Membranfilter A.-G., Géttingen), so 
erhielt man stets inaktive Filtrate. Die gleichen Filter waren fiir 
Organhistaminase (Torantil ,, Bayer‘‘) durchlassig. Es ist uns also bisher 
nicht gelungen, das Ferment in zellfreie, filtrier bare Lésung iiberzufiihren. 

Versuche, unter den vorstehend geschilderten Bedingungen durch 
Bacterium coli Histamin abzubauen, verliefen negativ bzw. ergaben 
nur eine auBerst geringe Abbaufahigkeit fiir Histamin; Tyramin da- 
gegen wurde rasch abgebaut. 

Die Histaminase der Organe ist nicht spezifisch auf den oxydativen 
Abbau von Histamin eingestellt. Sie ist nach Zeller (5, 6) als Diamin- 
oxydase zu bezeichnen. Wenn die Bacterienhistaminase mit derjenigen 
der tierischen Organe identisch ist, so mu im ,,Konkurrenzversuch“ 
z. B. der Zusatz von Putrescin! den Histaminabbau hemmen. In 
dieser Richtung durchgefiihrte Versuche ergaben unter den oben an- 
gegebenen Versuchsbedingungen eine véllige Hemmung des Histamin- 
abbaus durch Putrescin. War der Versuchsansatz an Putrescin 0,001 mol., 
so war die Hemmung schon eine 100 %ige. Es ist also auch die Bac- 
terienhistaminase wohl als eine Diaminoxydase aufzufassen. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt und ausgedehnt auf weitere 
Bacterienarten, insbesondere auch solche, die biogene Amine zu bilden 
vermogen. 


Fraulein M. Gethmann danke ich fiir die Durchfiihrung der Versuche, 


1 Der Zusatz von Putrescin hat sich uns in Versuchen, die in anderem 
Zusammenhang mitgeteilt werden, ausgezeichnet bewahrt, um die Wirkung 
der Histaminase in Gegenwart von Histidindecarboxylase elektiv aus- 
zuschalten. Es gelingt also mit Hilfe von Putrescin die Wirkung sehr geringer 
Histidindecarboxylasemengen selbst in Gegenwart einer stark wirksamen 
Histaminase, ja selbst bei guter Sauerstoffversorgung, nachzuweisen. 
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